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En Arabidopsis, el desarrollo del estambre se divide en dos etapas con temporalidades 
distintas. La etapa temprana involucra una fase de formación y morfogénesis; mientras que la 
tardía consiste en tres procesos de desarrollo diferentes: la dehiscencia de la antera, la 
maduración del polen y la elongación del filamento. La interrupción de cualquiera de estos 
procesos resulta en esterilidad masculina, por lo que se trata de procesos esenciales para la 
productividad de muchas plantas. Se conoce que el gametofito masculino es un tejido que 
acumula auxina, hormona que participa en diferentes aspectos del desarrollo de la planta, pero se 
desconoce su rol en el caso del desarrollo del polen. Con el objetivo de entender mejor el rol que 
tiene la auxina durante el desarrollo del polen, se generaron plantas transgénicas de Arabidopsis 
thaliana que expresan el gen iaaL, que codifica para una proteína que es capaz de conjugar el 
IAA activo, generando una forma biológicamente inactiva de la hormona y, de esta forma, 
generando un tejido deficiente en auxina. El gen iaaL fue expresado exclusivamente en el polen, 
utilizando promotores con distintas temporalidades de expresión –que habían sido caracterizados 
previamente– para conocer si existe una ventana temporal durante el desarrollo del polen en la 
cual la acumulación de la hormona es de importancia. Las plantas resultantes presentaron polen 
no viable, elongación del filamento normal y no presentaron alteraciones funcionales en el 
proceso de dehiscencia. Además presentaron frutos más pequeños y con menor número semillas 
que las plantas silvestres. Por otro lado, algunas plantas mostraron ausencia de los estambres 
cortos y, en este último caso, se detectó además un menor desarrollo de las glándulas de néctar. 
Estos resultados sugieren que la auxina que se acumula en el polen durante su desarrollo (en la 
etapa floral 11) podría ser importante en la viabilidad del mismo; que los promotores podrían 
presentar actividad en la etapa temprana del desarrollo del estambre; y finalmente, reflejan la 
posible existencia de una relación entre la presencia del estambre corto y el desarrollo de la 
glándula de néctar lateral, apoyando modelo del flujo de auxina propuesto desde la antera a los 




In Arabidopsis, the first phase of stamen development involves morphogenesis, 
histospecification and pollen mother cells generation. Later, during the late phase of stamen 
development, microspores go through a division process in the anther, producing mature pollen 
grains, stamen filaments elongate and the anther dehiscence occurs, releasing the pollen grains at 
anthesis. Interruption in any of this processes generate male sterility, affecting plant productivity. 
Male gametophyte is a tissue that accumulates auxin, this hormone has an important role in plant 
development but its role during pollen development remains poorly understood. To assess the 
contribution of auxin accumulated in pollen during its development, Arabidopsis thaliana 
transgenic plants were generated expressing the iaaL gene, which codificates for a protein 
capable of deplete active IAA, generating a biological inactive form of the hormone leading to 
an auxin deficient tissue. The iaaL gene was expressed in a pollen specific manner, using tissue-
specific promoters previously characterized and also with different expression temporalities. To 
assess the contribution of auxin accumulated in pollen during the different stages of its 
development. The generated plants presented aborted pollen and smaller fruits with less seeds 
than the wild type. The process of anther dehiscence and filament elongation were normal. On 
the other hand, some plants showed absence of the short stamens, and when this was the case, 
the nectaries were underdeveloped. This results suggested that auxin accumulated during pollen 
development, possibly during intermediate stages (floral stage 11), might have a role during the 
pollen maturation, also that the selected promoters may present activity in early stages of stamen 
development. Finally this results suggest a link between short stamen presence and nectary gland 
development, supporting the auxin flow model proposed from the anther to other floral tissues. 
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INTRODUCCIÓN 
 La reproducción sexual es un proceso clave en el ciclo de vida de las plantas que florecen. 
En efecto, este proceso es esencial para la producción de semillas y para la mantención de la 
diversidad genética de las poblaciones. La reproducción sexual depende de órganos 
reproductivos altamente especializados, los cuales forman parte de las flores. Las flores son 
estructuras complejas que contienen tejidos especializados para la reproducción; por lo tanto, su 
desarrollo debe estar controlado de manera muy fina para generar una estructura funcional que 
sea capaz de orquestar la gametogénesis masculina y femenina, atraer a los organismos 
polinizadores y, por último, generar y dispersar las semillas de la futura generación (Wellmer y 
cols., 2014). Una flor silvestre de Arabidopsis (Figura 1) consiste en cuatro tipo de órganos 
florales –similar a lo que ocurre con muchas otras especies de plantas angiospermas– que surgen 
en anillos concéntricos a partir del meristema floral: cuatro sépalos en el anillo más externo, 
cuatro pétalos en el segundo anillo, seis estambres (la estructura reproductiva masculina) en el 
tercer anillo y dos carpelos fusionados en el cuarto anillo, los que forman el gineceo, la 
estructura reproductiva femenina (Irish, 2010; Krizek, 2011; Scott y cols., 2004; Smyth y cols., 
1990). 
  
Figura 1. Flores y estambres de Arabidopsis. A. Esquema de la vista superior de una flor de 
Arabidopsis. B. Flor madura de Arabidopsis. C. Esquema de un corte transversal de una antera al 
inicio de la etapa tardia del desarrollo del estambre. Modificado de Cardarelli y Cecchetti (2014) 
y Cecchetti y cols., (2016). 
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 Un aspecto clave de la formación de los órganos florales es el desarrollo de las estructuras 
reproductivas femeninas y masculinas (Wellmer y cols., 2014). Los estambres son los órganos 
reproductivos masculinos de las plantas con flores y se encuentran compuestos por dos 
estructuras principales: un filamento y una antera. El filamento del estambre consiste en tejido 
vascular que provee suministro de agua, soporte estructural y nutrientes a la antera. Este último 
tejido es el sitio en donde ocurre el desarrollo y posterior liberación del gametofito masculino 
(Scott y cols., 2004; Sundberg y Østergaard, 2009). Las anteras usualmente tienen cuatro lóbulos 
y están compuestas por varios tipos celulares (Figura 1C): la epidermis, el endotecio, la capa 
media y el tapetum, el cual rodea a las células masculinas meióticas conocidas como células 
madre del polen (Wellmer y cols., 2014). Un desarrollo apropiado del estambre es esencial para 
generar descendencia, ya que defectos en este desarrollo pueden causar esterilidad masculina 
(Song y cols., 2013). 
 En las plantas auto-polinizadoras, como lo es Arabidopsis, ocurren tres procesos en el 
desarrollo tardío del estambre que contribuyen a una polinización exitosa: elongación del 
filamento del estambre, que posiciona a las anteras cerca del estigma para la dispersión de los 
granos de polen; la dehiscencia de la antera, necesaria para liberar el polen sobre el estigma una 
vez elongado el filamento; y la maduración del polen, proceso que permite generar granos de 
polen capaces de germinar y por lo tanto alcanzar los óvulos (Goldberg y cols., 1993). La 
coordinación de estos tres procesos es esencial para asegurar la liberación de granos de polen 
maduros en el estigma receptivo una vez en paralelo con la elongación del filamento. La 
reproducción exitosa depende de una cuidadosa sincronización y coordinación del desarrollo de 
estos tejidos, por lo que es necesaria una comunicación constante entre ellos (Sundberg y 
Østergaard, 2009). La interrupción de cualquiera de estos procesos del desarrollo del estambre –
maduración del polen, dehiscencia de la antera o elongación del filamento– resultan en 
esterilidad masculina (Dresselhaus y Schneitz, 2014).  
 La fase tardía del desarrollo del estambre comienza en las anteras (en la etapa 10 del 
desarrollo floral) después de que ocurre la meiosis del polen y se completan en antesis, luego de 
la liberación del polen sobre el estigma (Goldberg y cols., 1993). 
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1. Desarrollo del estambre y del gametofito masculino.  
 La fertilidad masculina resulta a partir de eventos secuenciales del desarrollo que 
involucran una fase temprana de formación y morfogénesis del estambre y una fase tardía que 
consiste en la maduración del grano de polen, la elongación del filamento del estambre y la 
dehiscencia de la antera (Cardarelli y Cecchetti, 2014). Por otro lado, el desarrollo del estambre 
y del polen están íntimamente conectados (Scott y cols., 2004). 
 La fase de formación y morfogénesis involucra el desarrollo del tejido conectivo, la pre-
diferenciación de los sitios para la liberación del polen y el desarrollo de los lóculos de la antera 
cubiertos internamente por una capa nutritiva denominada tapetum. El desarrollo del polen 
(Figura 2) comienza en el interior de la antera, en donde las células esporogeneas –también 
llamadas células madre del polen– entran en meiosis para formar tétradas de células haploides 
cubiertas por una gruesa pared de callosa, finalizando así esta primera fase del desarrollo 
(Sundberg y Østergaard, 2009). 
 En la segunda fase, o fase tardía del desarrollo del estambre, ocurre la degradación de la 
pared de callosa por acción de la callasa (ß 1,3-glucanasa), una enzima producida por el tapetum 
que libera a las microesporas uninucleadas (MUN), las cuales aumentan de tamaño y entran en 
una mitosis de tipo asimétrica. Las dos células de este grano de polen bicelular (PBC) tienen 
destinos muy diferentes: la célula de mayor tamaño –llamada vegetativa– es la que formará el 
tubo polínico y la de menor tamaño se denomina generativa. 
Figura 2. Diagrama esquemático del desarrollo del gametofíto masculino en Arabidopsis. 
Desarrollo del polen durante la etapa tardía del desarrollo del estambre. PMI corresponde a la 
Mitosis del polen I, PMII a la Mitosis del polen II. Modificado de Borg y cols., 2009. 
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 En Arabidopsis y en otras especies, la célula generativa es internalizada y se localiza en el 
citoplasma de la célula vegetativa, para posteriormente realizar una mitosis que produce a las dos 
células espermáticas, dando origen a los granos de polen tricelulares (PTC). Durante la fase final 
de su desarrollo, los granos de polen acumulan almidón y lípidos para sustentar posteriormente el 
crecimiento del tubo polínico y finalmente los granos de polen se deshidratan, entrando en estado 
quiescente y denominándose en este momento granos de polen maduros (GPM) (McCormick, 
2004). De esta manera finaliza la fase de desarrollo del gametofito masculino para dar inicio a la 
fase funcional, la que comienza una vez que el polen maduro entra en contacto con la parte 
femenina (Hafidh y cols., 2016). 
 El programa de dehiscencia se inicia después de la formación de la tétrada en las plantas 
silvestres, durante la fase tardía del desarrollo del estambre, resulta en la destrucción secuencial 
de tipos específicos de células de la antera y además está coordinado temporalmente con el 
proceso de diferenciación del polen. La dehiscencia de la antera incluye la degeneración del 
tapetum, el engrosamiento de la pared celular del endotecio, la fusión de los sacos de polen en un 
sólo lóbulo, el quiebre de tejido conectivo y finalmente la ruptura de la región del estomio, 
liberando a los granos de polen maduros (Sanders y cols., 1999; Sundberg y Østergaard, 2009). 
 Los procesos del desarrollo del estambre se encuentran regulados por diferentes hormonas 
(Song y cols., 2013). Particularmente la auxina juega un rol importante, ya que regula tanto las 
etapas tempranas como las tardías del desarrollo del estambre y del polen (Sundberg y 
Østergaard, 2009).  
 Varios estudios indican la importancia de la acumulación de auxina durante el desarrollo de 
la flor. En efecto, mutantes que presentan interrupciones ya sea en la biosíntesis de auxina, 
transporte o señalización, exhiben defectos en la flor, los que son variables pero típicamente 
involucran alteraciones en el número y espaciamiento de los órganos florales, morfología del 
gineceo y esterilidad masculina (Nagpal y cols., 2005; Cheng y cols., 2006; Ru y cols., 2006; Wu 
y cols., 2006; Cecchetti y cols., 2008; Krizek, 2011). 
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2. Auxina en el desarrollo del estambre. 
 Además de regular el inicio del meristema floral, la auxina participa en otros aspectos del 
desarrollo reproductivo, incluyendo la iniciación de los órganos florales, crecimiento y eventos 
tardíos que aseguran el éxito reproductivo de la flor madura (Sundberg y Østergaard, 2009).           
 Estudios realizados en Arabidopsis señalan a las anteras como un sitio de acumulación de 
elevados niveles de IAA –ácido 3-indol acético, la forma predominante de auxina– en la etapa 
tardía del desarrollo del estambre, observaciones realizadas mediante el uso del gen reportero 
uidA (GUS) bajo el control del promotor sintético DR5, que es inducible por auxina (Aloni y 
cols., 2006; Feng y cols., 2006). 
 Por otro lado, se sabe que los genes de biosíntesis de auxina son activamente transcritos en 
los estambres en desarrollo (Cheng y cols., 2006). Particularmente en los tejidos de la antera, 
aquellos que rodean las tecas, en las microesporas y en el procambio antes del máximo de auxina 
activa que ocurre en la antera en la etapa floral 10 y 11. Además, los genes que codifican para 
receptores de auxina TIR1 AFB se transcriben en los estambres, particularmente en tejidos que 
rodean la teca, microesporas y en el filamento (Cecchetti y cols., 2008). En arroz se ha 
demostrado que la cantidad de IAA libre es entre 64 a 90 veces mayor en la antera que en hoja y 
pistilo, respectivamente (Hirano y cols., 2008). 
 Mediante el uso del promotor DR5, se ha logrado confirmar la actividad relacionada con la 
hormona en las anteras en etapas tardías del desarrollo y en tejidos involucrados en la 
dehiscencia de la antera, maduración del polen y elongación del filamento del estambre (Figura 
3). Estudios realizados en tabaco sugieren que la auxina se encuentra involucrada en los procesos 
de elongación del filamento del estambre y dehiscencia de la antera (Cecchetti y cols., 2004). En 
un trabajo más reciente surgió evidencia que sugiere que la auxina afecta el tiempo del proceso 
de dehiscencia (Cecchetti y cols., 2008) y finalmente se logró proponer que la auxina controla 
este proceso mediante dos eventos: la lignificación del endotecio y la apertura del estomio, 
ambos a través del control de la síntesis río abajo de ácido jasmónico, hormona clave para que 
estos procesos ocurran (Cecchetti y cols., 2013). 
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 La participación y requerimiento de auxina en el desarrollo tardío del estambre ha sido 
sugerida mediante el análisis de líneas mutantes de Arabidopsis defectuosas en la biosíntesis de 
auxina, en las cuales se han observado defectos en la elongación del filamento del estambre y 
escasa producción de polen (Cheng y cols., 2006). En líneas mutantes en receptores de auxina 
ocurre el mismo defecto en el filamento del estambre (Cecchetti y cols., 2008), así como también 
en líneas nulas o silenciadas en factores de respuesta a auxina, las que presentan defectos en los 
tres procesos del desarrollo tardío del estambre (Nagpal y cols., 2005; Ru y cols., 2006; Wu y 
cols., 2006). Además, la doble mutante mdr1/pgp1 –deficiente en transporte de auxina– también 
presenta problemas en la maduración del estambre y no es capaz de auto-polinizarse (Noh y 
cols., 2001). Por otro lado, al inactivar la auxina en los filamentos del estambre –tanto en 
Arabidopsis como en tabaco– se produce una disminución en la elongación de los filamentos y 
ocurren defectos en el polen, sugiriendo la importancia del transporte de la hormona hacía la 
antera (Feng y cols., 2006). Finalmente ha sido sugerido que el transporte de la hormona, es 
requerida para el desarrollo apropiado del estambre (Cardarelli y Cecchetti, 2014). 
  
Figura 3. La auxina se acumula durante las etapas tardías del desarrollo del estambre. 
Reportero que responde a auxina, DR5. Etapas florales 10, 11 y 12 corresponden al desarrollo 
tardío del estambre. P al procambio y Th a la teca. Imágenes modificadas de Cecchetti y cols., 
2008.  
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3. Auxina y su relación con el gametofito masculino.  
 A lo largo del tiempo, se han evidenciado defectos en los procesos de maduración tardía 
del estambre (dehiscencia de la antera y elongación del filamento) al eliminar el grano de polen 
mediante ablación tejido-específica (Hsu y cols., 2014; Mariani y cols., 1990; Muñoz-Strale y 
León, 2014; Zhang y cols., 2012) y en líneas desprovistas de granos de polen (Kuromori y cols., 
2011; Li y cols., 2009; Sorensen y cols., 2003). Esta evidencia sugiere que el polen podría ser un 
tejido que participa en los eventos de la maduración del estambre.  
 Se sabe que la auxina participa en la fase funcional del polen, es decir en el crecimiento 
polarizado del tubo polínico (Chen y Zhao, 2008; Pan y cols., 2015; Wu y cols., 2008), pero aún 
no se conoce cuál podría ser su rol durante la fase de desarrollo (Dal Bosco y cols., 2012b), fase 
en la cual existe acumulación de la hormona en este tejido. Esto ha sido determinado utilizando 
plantas transgénicas que expresan el gen reportero uidA (GUS) bajo el control transcripcional del 
promotor DR5 y analizando secciones transversales de las flores de estas plantas. Este tipo de 
experimentos ha permitido observar la actividad del gen reportero durante diferentes etapas del 
desarrollo del polen (Figura 4) (Aloni y cols., 2006; Cecchetti y cols., 2008). 
 
Figura 4. Auxina acumulada durante el desarrollo del polen. Reportero que responde a 
auxina DR5. Etapas florales 10, 11 y 12 corresponden al desarrollo tardío del estambre. Ms 
corresponde a microespora, T a tapetum, ML a capa media, En al endotecio y PG al grano de 
polen maduro. Imágenes modificadas de Cecchetti y cols., 2008. 
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 Adicionalmente se ha cuantificado la cantidad de IAA en varios tejidos de tabaco, 
confirmando que los granos de polen contienen elevadas cantidades de auxina, más que el 
contenido encontrado en los otros tejidos analizados. Este trabajo muestra que en los granos de 
polen maduros, la auxina libre y biológicamente activa corresponde a entre el 8 y el 10% de la 
hormona total, en comparación con lo que ocurre en otros tejidos, donde la auxina libre y 
biológicamente activa da cuenta sólo de entre el 1 o 2% de la hormona total (Dal Bosco y cols., 
2012a). 
 A partir del análisis de información acerca del transcriptoma del polen (Pina y cols., 2005) 
es posible establecer que los transcritos de varios genes relacionados con el metabolismo y 
transducción de señales mediadas por auxina se encuentran presentes en el polen. Entre ellos se 
encuentran genes de biosíntesis, conjugación y desconjugación, señalización y transporte de la 
hormona (Dal Bosco y cols., 2012a). 
  Otro análisis transcriptómico realizado en arroz respalda esta información, mostrando que 
genes relacionados con la biosíntesis y señalización de auxina se expresan durante diferentes 
etapas del desarrollo del gametofito masculino (Hirano y cols., 2008). Esto es consistente con 
otros estudios hechos en Arabidopsis, los que postulan a los estambres y al polen como posibles 
sitios de síntesis de auxina. Al analizar los transcritos de genes de biosíntesis de auxina en la flor, 
se ha asociado la expresión de YUC6 al estambre y al polen. Además, análisis de mutantes 
insercionales de estos genes han mostrado anormalidades florales, entre las que se encuentra 
esterilidad masculina (Cheng y cols., 2006). Además, se ha identificado al transportador de 
auxina PIN8 en el retículo endoplásmico del polen durante el desarrollo de la etapa tardía de la 
maduración del estambre –en la etapa 11 de la flor– y recientemente fue relacionado a la 
regulación de la homeostasis de auxina (Dal Bosco y cols., 2012a). Análisis de información 
transcriptómica disponible mostró que un nuevo transportador de auxina llamado PILS5 se 
expresa en el polen durante su desarrollo, desde grano de polen bicelular hasta su estado maduro 
y también durante la germinación del polen (Dal Bosco y cols., 2012b). 
 La disminución de la auxina activa en los filamentos del estambre provocó el mismo efecto 
en el contenido de auxina de las anteras y además afectó la mitosis del polen, sugiriendo que la 
auxina necesita ser transportada a través del filamento no tan solo para la inducción de la 
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elongación del mismo sino también para el desarrollo normal del gametofito masculino (Feng y 
cols., 2006). Otra posibilidad propuesta es que el tapetum le estaría entregando hormona a los 
granos de polen en formación (Aloni y cols., 2006). De todas maneras, aún no existe información 
suficiente para construir un modelo de la distribución de auxina durante la etapa tardía del 
desarrollo del estambre (Cardarelli y Cecchetti, 2014). 
 Por otra parte, se ha sugerido que la auxina regula la entrada al ciclo celular en el polen 
(Cecchetti y cols., 2008) apoyando de esta manera otros estudios que sugieren la participación de 
esta hormona en el ciclo celular (Chen y cols., 2001; Dewitte y Murray, 2003; David y cols., 
2007; Francis, 2007; Maygar y cols., 2005). 
 Sin embargo, el rol de la auxina durante el desarrollo del gametofito masculino no se ha 
determinado, lo que sí ha sido sugerido es que la hormona participa en procesos de 
diferenciación y actividad del tapetum (Sundberg y Østergaard, 2009) y, como se mencionó 
recientemente, este tejido podría estar suministrándole IAA a los granos de polen en desarrollo 
(Aloni y cols., 2006). Además, se ha demostrado que niveles disminuidos de auxina en el 
tapetum resultan en una disminución en la producción de polen (Yang y cols. 1997) apoyando la 
afirmación anterior. 
 Uno de los aspectos importantes en el estudio del rol de la hormona en el polen tiene que 
ver con la amenaza prominente de la reproducción vegetal mediada por daño por altas 
temperaturas causadas por el calentamiento global. La auxina al parecer tiene un rol central en 
este proceso, ya que es capaz de revertir la esterilidad masculina causada por este daño (Sakata y 
cols., 2010). 
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4. Ingeniería Genética para modificar el nivel de auxina.  
 Del conjunto total de auxina que existe en las células y tejidos, sólo una pequeña porción 
se encuentra en su forma libre y activa, ya que la mayoría de la auxina presente está conjugada a 
otras moléculas y por lo tanto no posee actividad biológica. Se conocen varias formas 
conjugadas de IAA: con azúcares, péptidos y aminoácidos (Barbez y Kleine-Vehn, 2013). 
 Utilizando ingeniería genética es posible generar plantas con niveles disminuidos de auxina 
activa en tejidos específicos para estudiar el rol de la auxina mediante el uso del gen iaaL de 
Pseudomonas syringae pathovar (pv.) savastanoi. La enzima que se genera, llamada ÁCIDO-
INDOLACÉTICO LISINA SINTASA, convierte el IAA libre en su forma conjugada e inactiva 
IAA-lisina (Gluckmann y cols., 1997). La expresión del gen iaaL usando promotores tejido-
específicos es una poderosa herramienta para manipular la cantidad de auxina libre de manera 
muy específica desde el punto de vista espacio-temporal. Se ha reportado el uso del gen iaaL en 
plantas de tabaco y papa (Romano y cols., 1991; Spena y cols., 1991), tapetum de tabaco (Yang y 
cols., 1997) y filamento de la antera de Arabidopsis (Feng y cols., 2006) logrando la inactivación 
de la hormona de manera exitosa. 
 Hasta ahora nunca se ha intentado manipular los niveles de auxina en el polen, a pesar de 
que este tejido presenta una elevada acumulación de la hormona y cuya ausencia provoca 
defectos del desarrollo tardío del estambre. El rol de la auxina durante el desarrollo del grano de 
polen se mantiene como algo desconocido. 
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HIPÓTESIS 
 Existe una ventana temporal del desarrollo en la cual la acumulación de auxina en el polen 




 Objetivo General  
 Generar un sistema de inactivación de auxina en distintas etapas del desarrollo del polen en 
Arabidopsis thaliana y analizar las consecuencias sobre los procesos del desarrollo tardío del 
estambre. 
 Objetivos Específicos 
1. Seleccionar promotores de genes específicos de polen expresados en distintas etapas del 
desarrollo caracterizados previamente. 
2. Evaluar los promotores seleccionados in vivo mediante el uso de un reportero. 
3. Generar plantas transgénicas que expresen el gen iaaL en distintas etapas del desarrollo del 
gametofito masculino de Arabidopsis thaliana. 
4. Analizar los procesos de la maduración del estambre; elongación del filamento del estambre, 
dehiscencia de la antera y maduración del polen en las plantas obtenidas.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 
1. Materiales. 
1.1 Material biológico. 
 1.1.1 Material vegetal. 
En el desarrollo de este trabajo se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana del ecotipo 
Col-0, obtenidas desde el “Arabidopsis Biological Resource Center” (ABRC, Ohio State 
University, Ohio, USA) y  Arabidopsis thaliana con el fondo genético DR5:GUS.  
 1.1.2 Cepas bacterianas. 
 
 Se utilizaron las siguientes cepas bacterianas:  
• Escherichia coli TOP10: F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 nupG recA1 
araD139 Δ(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 λ-, de Invitrogen.  
• Escherichia coli DB3.1: F-, gyrA462, endA1, Δ(sr1-recA), mcrB, mrr, hsdS20(rB-, mB-), 
supE44, ara14, galK2, lacY1, proA2, rpsL20(Smr), xyl5, Δleu mtl1. Obtenidas del cepario de 
nuestro laboratorio.  
• Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90), que forman parte del cepario de nuestro 
laboratorio.  
1.2 Medios de cultivo. 
 
 1.2.1 Medios de cultivo para plantas. 
 Se utilizaron dos medios para crecer plantas in vitro o en medio hidropónico: 
 
 1.2.1.1 Medio basal Murashige-Skoog (MS). 
  
 El medio de cultivo empleado para crecimiento de plantas in vitro se compone de una 
mezcla comercial de sales (Murashige y Skoog, 1962), suplementado con vitaminas y una fuente 
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de carbono. El medio sólido utilizado contenía 4,43 g/L de sales MS, 1% (p/v) de sacarosa y 
0,8% (p/v) de agar-agar. Una vez disueltas las sales de MS y la sacarosa, se ajustaba a pH 5,5 – 
5,7 con una solución de KOH 1 M. Posteriormente se agregaba el agar-agar para esterilizar en 
autoclave.  
 En el caso de los medios de selección, se agregaba kanamicina con una concentración 
final de 50 µg/mL o Basta® (glufosinato de amonio) a una concentración final de 30 µg/mL. 
 1.2.1.2 Medio hidropónico.  
 Para el crecimiento de plantas de Arabidopsis thaliana en cultivo hidropónico, se 
preparaba inicialmente una solución 100X a pH 5,0 que contenía KNO3 125 mM, Ca(NO3)2 150 
mM, MgSO4 75 mM, KH2PO4 50 mM, KCl 5 mM, H3BO3 5 mM, MnSO4 1 mM, ZnSO4 200 
µM, CuSO4 150 µM, (NH4)6Mo7O24 7,5 µM, Na2SiO3 10 mM, Sprint 330 7,2 mM (Fe quelado 
en DTPA). Para preparar 1 L de esta solución se disolvían en aproximadamente 0,5 L de agua 
destilada, con agitación constante y en forma secuencial, todos los componentes del medio, con 
excepción del Ca(NO3)2 y del Na2SiO3. El Ca(NO3)2 era disuelto por separado en 0,3 L de agua 
destilada y agregado lentamente a la solución. Se llevaba luego a un volumen aproximado de 
0,9 L, se ajustaba a pH 5,0 con KOH 10 M, se agregaba el Na2SiO3 y se ajustaba el volumen a 1 
L. Para preparar el medio de cultivo hidropónico 1X se agitaba la solución 100X y se diluía con 
agua destilada, debiendo ser el pH final de 6,0.  
 1.2.2 Medios de cultivo bacteriano.  
 1.2.2.1 Medio Luria-Bertani (LB).  
 Medio de cultivo para crecimiento bacteriano. El medio líquido de crecimiento contenía 
1,0% (p/v) de triptona, 0,5% (p/v) de extracto de levadura y 1,0% (p/v) de cloruro de sodio. En 
caso de medio sólido, se agregaba 1,5% (p/v) de agar-agar. Luego el medio era esterilizado en 
autoclave. Para la preparación de medios de selección se agregaba los antibióticos 
correspondientes a una concentración final de 100 µg/mL para espectinomicina, 50 µg/mL para 
kanamicina, 50 µg/mL para rifampicina y 100 µg/mL para gentamicina.  
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1.3 Enzimas.  
 Las endonucleasas de restricción utilizadas fueron EcoRI, EcoRV, PstI y NotI de 
Invitrogen. Además se utilizaron las enzimas Taq DNA polimerasa y DNase I Amplification 
Grade, de Invitrogen, PfuUltra II fusión HS DNA polimerasa de Stratagene y RNasa A libre de 
DNasa de Fermentas  
1.4 Sistemas comerciales.  
 Se utilizaron los siguientes sistemas comerciales: E.Z.N.A.™ gel Extraction Kit y 
E.Z.N.A.™ Plasmid Miniprep Kit II de Omega, SUPERSCRIPT™ First-Strand synthesis, 
Gateway® LR Clonase® Enzyme mix de Invitrogen.  
1.5 Otros reactivos y materiales.  
 La agarosa y la solución de carga para DNA 6X se obtuvieron de Winkler. De Invitrogen 
se obtuvieron los set de dNTPs 100 mM, los antibióticos kanamicina, espectinomicina, 
rifampicina y gentamicina y los reactivos cloruro de sodio, ácido etildiaminotetracético 
(EDTA), TRIzol y glicerol. Se obtuvieron de Merck los reactivos de medio hidropónico KNO3, 
Ca(NO3)2, MgSO4, KH2PO4, KCl, H3BO3, MnSO4, CuSO4, (NH4)6Mo7O24, Na2SiO3 y Sprint 
330 (Fe quelado en DTPA), tinciones (verde de malaquita, fucsina ácida, anaranjado G e hidrato 
cloral) y los reactivos dodecil sulfato de sodio (SDS), Tris base, cloroformo, etanol y sacarosa. 
Se obtuvo de Biotium el GelRed nucleic gel stain. Se obtuvieron de New England Biolabs el 
marcador de tamaño molecular para DNA de 100 pb y el marcador de tamaño molecular para 
DNA de 1 kb. Se obtuvieron de MoBiolos reactivos triptona y extracto de levadura. Se 
obtuvieron de Plant Phytotechnology el Medio basal MS y el agar-agar para plantas. Se obtuvo 
además la lana de roca de Grodan, Holanda.  
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1.6 Plásmidos.  
 Los plásmidos utilizados fueron los siguientes: pENTR/D-TOPO® Cloning Kit, 
pENTR5’- TOPO® TA Cloning Kit y pCR8⁄GW⁄TOPO® TA Cloning Kit de Invitrogen y los 
plásmidos binarios pKGWFS7 y pB7m24GW,3, vectores de destino del sistema Gateway 
desarrollados por el Instituto VIB, Gent, Bélgica.  
1.7 Oligonucleótidos.  
 Los oligonucleótidos utilizados fueron sintetizados en Integrated DNA Technologies 
(IDT). 
Para clonar promotores:  
Nombre     Secuencia  (5’ a 3’) 
PAtSTP2_F    AAACTCATTGCTTTCTCCTGA 
PAtSTP2_Fdir   CACCAAACTCATTGCTTTCTCCTGA 
PAtSTP2_R    TGTTGTTGATCTCTTAGCTTCT 
PAtSTP9_F   TGAGATTTAATGTGATGGT 
PAtSTP9_Fdir   CACCTGAGATTTAATGTGATGGT 
PAtSTP9_R   TTATTTATTCTTCACTTATTGAT 
PAtPTEN1_F   GTGATCTGAGAAATGAGAGATTAC 
PAtPTEN1_Fdir  CACCGTGATCTGAGAAATGAGAGATTAC 
PAtPTEN1_R   TCTGAAGGAAGAAAACATATCATTA  
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Para secuenciar promotores:  
Nombre     Secuencia  (5’ a 3’) 
pAtSTP2_seq1F  CAGTTCCTCACATCAATGAAG 
pAtSTP2_seq2F  TGGGAAATCTGATAATGATTGG 
pAtSTP2_seq3F  ATGCAATGACCATGCGGATAA 
PAtSTP2_F1500  GAACCTGAAGTTTCAAATGTG 
pAtSTP11_seq1F  GCTGGGATAGATACCAAACCA  
pAtSTP11_seq2F  GGAGACAGAGTGCAAGAGATA 
pPTEN1_seq1F  GATACGTCGTTTGAATAACACG 
Para verificar (expresión y selección):  
Nombre     Secuencia  (5’ a 3’) 
iaaL_F    CACCATGACTGCCTACGATAATGGA 
iaaL_R   TCAGTTTCGGCGGTCGAT 
NPTII_F   TCACTGAAGCGGGAAGGGACT 
NPTII_R   AGCGGCGATACCGTAAAGCAC 
EF1α-1    TCACCCTTGGTGTCAAGCAGAT  
EF1α-2    CAGGGTTGTATCCGACCTTCTT  
FDH-F    TGGGAAACCCATTTATCACTTCA  
FDH-R     CAGCAAGTCCAACAGTGCCAAG  
T-35S     GCGAAACCCTATAAGAACCC  
LAT52-F    CCTATACCCCTTGGATAAG  
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1.8 Programas computacionales.  
 Para el análisis de secuencias y construcciones se utilizó Serial Cloner versión 2.6.1. y 
Vector NTI Advance 10, de Invitrogen. Para la búsqueda de expresión de genes se utilizó  el 
motor de búsqueda GENEVESTIGATOR® de NEBION / ETH Zurich. Para el procesamiento de 
datos se utilizó Microsoft Excel® 2011. Para los análisis estadísticos y generación de gráficos se 
utilizó GraphPad Prism 5.0.  
1.9  Sitios Web.  




TAIR, The Arabidopsis information Resource,  
http://www.arabidopsis.org/ 
NCBI, National Center for Biotechnology Information,  
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Plant Systems Biology Gateway Vectors  
http://gateway.psb.ugent.be/search
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2.     Métodos    
2.1 Crecimiento de plantas de Arabidopsis thaliana 
2.1.1 Crecimiento in vitro de plantas de Arabidopsis thaliana.
 Se esterilizaba la superficie de las semillas de Arabidopsis en una campana de flujo 
laminar, lavando aproximadamente 200 mL de semillas con 1 mL de una solución de hipoclorito 
de sodio (25 g de cloro activo por litro) durante 6 minutos, con agitación por vórtex constante. 
Las semillas se dejaban decantar, se eliminaba la solución de hipoclorito de sodio por aspiración 
y se lavaban 5 veces con 1 mL de agua estéril por un minuto cada vez. Una vez esterilizadas, las 
semillas se sembraban en placas de Petri con medio MS sólido, sin antibiótico en el caso de las 
plantas silvestres Col-0, o suplementado con el antibiótico kanamicina a una concentración final 
de 50 µg/mL o glufosinato de amonio (BASTA) a una concentración final de 30 µg/mL en el caso 
de las plantas transgénicas. Las placas sembradas se ubicaban en una cámara de crecimiento con 
temperatura controlada de 22 – 23 °C y un fotoperiodo controlado de 16 horas luz y 8 horas de 
oscuridad durante dos semanas. Posteriormente, las plántulas crecidas in vitro eran transferidas al 
sistema de cultivo hidropónico o tierra. 
            2.1.2 Crecimiento de plantas de Arabidopsis thaliana en medio hidropónico. 
 Para el cultivo hidropónico se utilizaban recipientes plásticos con capacidad de 5 litros 
pintados de negro por fuera, incluyendo las tapas, a las cuales se le realizaron perforaciones de 3 
cm de diámetro dispuestas en 3 columnas de 3 agujeros cada una. En cada uno de ellos se ubicaba 
un buje de reducción de PVC de 1,8 cm de diámetro interno, que en su interior contenía un 
cilindro de lana de roca de 2 cm de diámetro y 6 cm de largo. Posteriormente se llenaba cada 
recipiente con 4,5 L de medio hidropónico 1X, procurando que cada cilindro de lana de roca 
quedara en contacto con el medio. 
     Para el traspaso de cada plántula de Arabidopsis thaliana, los cilindros de lana de roca 
humedecidos con agua destilada se cortaban longitudinalmente por el centro, separando ambas 
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mitades. En el centro de una de las mitades se ubicaba una o dos plántulas de forma que las raíces 
quedaran estiradas sobre la lana de roca, y los hipocotilos hacia la superficie. 
Finalmente, las raíces de la plántula se cubrían con la otra mitad del cilindro de lana de roca, y se 
disponían al interior del buje de reducción. Los recipientes de cultivo hidropónico se ubicaban en 
una cámara de crecimiento a 22 – 23 °C con un fotoperiodo controlado de 16 horas de luz y 8 
horas de oscuridad, por aproximadamente 2 meses. 
          2.1.3 Crecimiento de plantas de Arabidopsis thaliana en tierra 
Para el crecimiento en tierra de plantas de Arabidopsis thaliana se utilizaban recipientes 
plásticos con capacidad de 250 mL blancos. Eran llenados con sustrato comercial Terracult® blue 
TC10 humedecido, dejando aproximantadamente 5 mm sin tierra. Se hacía un agujero en el 
centro de la tierra y en cada recipiente se transplantaba una plántula dejando las raíces bajo tierra 
y los hipocotilos en la superficie.  
Los recipientes de cultivo en tierra se ubicaban en una cámara de crecimiento a 22 – 23 °C con 
un fotoperiodo controlado de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, por aproximadamente 2 
meses. Las plantas eran regadas cada 48 horas. 
2.2 Condiciones de crecimiento bacteriano. 
        Las cepas de E. coli TOP10 se crecían a 37 °C con agitación constante a 200 rpm por 16 
horas en medio LB líquido, o a 37 °C sin agitación durante 16 horas, en medio LB-agar. En 
ambos casos en presencia de los antibióticos de selección correspondientes. 
La cepa Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90) se crecía a 28 °C con agitación constante 
a 200 rpm por 48 horas en medio LB líquido o a 28 °C sin agitación en medio LB-agar por 48 
horas, en presencia de los antibióticos rifampicina (50 µg/mL, resistencia codificada en el 
genoma de la bacteria), gentamicina (100 µg/mL resistencia codificada en el plásmido Ti) y los 
respectivos antibióticos de selección. 
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2.3 Técnicas de biología molecular. 
2.3.1 Preparación de DNA genómico de Arabidopsis thaliana (TNE/SDS) 
Un cotiledón de cada plántula a analizar se homogenizaba en presencia de 100 µL de 
solución de extracción TNE/SDS (Tris-HCl 100 mM, pH 8,0; NaCl 250 mM, EDTA 20 mM y 
SDS 0,5% [p/v]), utilizando un vástago metálico adaptado a un taladro portátil Dremel (TM) 
modelo Minimite 762, por 5 segundos a velocidad alta (12.000 rpm). 
El homogenizado obtenido se centrifugaba a 10.000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente 
y se eliminaba el sobrenadante. El DNA se precipitaba con 100 µL de isopropanol y era 
centrifugado nuevamente a 10.000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente y se eliminaba el 
sobrenadante. 
 El sedimento se lavaba con 500 µL de etanol 70% (v/v) y luego se centrifugaba a 10.000 g 
por 5 minutos a temperatura ambiente. Una vez seco el sedimento, se resuspendía el DNA en 20 
µL de agua libre de nucleasas y se guardaba a -20 °C hasta su utilización. 
            2.3.2 Preparación de RNA total de flor de Arabidopsis thaliana. 
        Cinco flores abiertas de cada planta a analizar se homogenizaban (como se describió en el 
punto anterior) en presencia de 100 µL de TRIzol. El homogenizado obtenido se llevaba a 1 mL 
de volumen de TRIzol y se dejaba a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se agregaban 500 
µL de cloroformo, se agitaba vigorosamente durante 15 segundos y era centrifugado a 12.000 g 
durante 15 minutos a 4 °C para la separación de fases. La fase acuosa (superior) se transfería a un 
tubo nuevo que contenía 500 µL de isopropanol y se dejaba a temperatura ambiente durante 10 
minutos. Nuevamente se centrifugaba a 12.000 g durante 10 minutos a 4 °C, se descartaba el 
sobrenadante y el sedimento con RNA se lavaba con etanol 70% (v/v, preparado con agua tratada 
con DEPC) y se centrifugaba a 7.500 g durante 5 minutos a 4 °C. 
 Una vez seco el sedimento, se resuspendía el RNA en 20 µL de agua libre de nucleasas y se 
guardaba a -20 °C hasta su utilización. Para la cuantificación del RNA mediante 
espectrofotometría se utilizaba el equipo Epoch Multi-Volume Spectrophotometer System 
ocupando 2 µL de las muestras. 
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2.3.3 Síntesis de DNA complementario (reacción de transcriptasa reversa) 
Para la síntesis de cDNA el RNA se trataba con DNasa I, incubando 1 µg de RNA con 1 U/
µg de DNasa libre de RNasa a temperatura ambiente por 45 minutos, en el medio de reacción 
recomendado por el fabricante (Invitrogen), en un volumen final de 10 µL. Para terminar la 
reacción se agregaba 1 µL de solución EDTA 20 mM y se incubaba a 65 °C por 15 minutos. 
La síntesis de DNA complementario (cDNA) se realizaba utilizando un oligonucleótido 
oligodT(15). Se utilizaban 800 ng de RNA previamente tratados con DNasa, utilizando el sistema 
comercial Superscript First-Strand Synthesis System for RT-PCR de Invitrogen, de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante. 
Brevemente, se incubaba el RNA, los dNTP’s y el oligonucleótido oligodT(15) a 65 °C 
durante 5 minutos y se dejaba en hielo por 1 minuto. Posteriormente se le agregaba la mezcla que 
contenía la solución de reacción para la enzima transcriptasa reversa compuesta por MgCl2 10 
mM, DTT 20 mM y 40 unidades de RNasa Out. Luego se incubaba por dos minutos a 42 °C y se 
agregaban 50 unidades de transcriptasa reversa (SuperScript II). La reacción de transcripción 
inversa se llevaba a cabo a 42 °C durante 50 minutos en un termociclador y se detenía incubando 
a 70 °C durante 15 minutos. Finalmente se agregaban 2 unidades de la enzima RNasa H y se 
incubaba a 37 °C por 20 minutos. El cDNA sintetizado se mantenía a -20 °C hasta su utilización. 
2.3.4 Amplificación de fragmentos de DNA por PCR (reacción en cadena de la 
polimerasa). 
        Para la amplificación de fragmentos de DNA se emplearon las siguientes enzimas: Taq DNA 
polimerasa, de Invitrogen para controles de clonación y la enzima PfuUltra II fusión HS DNA 
polimerasa, de Stratagene, para la obtención de fragmentos de DNA correspondientes a los 
promotores. Para todos los casos se seguían las indicaciones del fabricante. 
Las reacciones de PCR de colonias se realizaban en un volumen final de 12 µL con la 
enzima Taq DNA polimerasa de Invitrogen, modificando los parámetros especificados por el 
fabricante y utilizando como molde una pequeña parte de cada colonias que se picaba con una 
punta blanca estéril y era resuspendida en un tubo de PCR que contenía la mezcla de reacción. 
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Los programas de PCR consistían en una desnaturación inicial de 5 minutos a 94 – 98 °C, 
seguido de 25-40 ciclos con una etapa inicial de desnaturación de 30 segundos a 94 – 98°C, una 
etapa de hibridación de 5 – 30 segundos a 48 – 65 °C, y una etapa de extensión de 30 – 180 
segundos a 68 o 72 °C (dependiendo de la enzima a utilizar). Posteriormente se realizaba una 
etapa de extensión final durante 10 minutos a 68 o 72 °C y las muestras se mantenían a 4 °C hasta 
su utilización. Posteriormente los productos de PCR obtenidos se analizaban en geles de agarosa. 
2.3.5 Purificación de DNA plasmidial a partir de cultivos bacterianos. 
Se crecían las cepas de E. coli en 5 mL de medio LB líquido en presencia de los 
antibióticos correspondientes (kanamicina 50 µg/mL ó espectinomicina 100 µg/mL), a 37 °C con 
agitación constante. La extracción del DNA se realizaba utilizando el sistema comercial E.Z.N.A 
Plasmid Miniprep Kit II de Omega, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El DNA 
obtenido se guardaba a -20 °C hasta su utilización. 
2.3.6 Digestión de DNA plasmidial con enzimas de restricción. 
Los análisis de restricción se realizaban con 0,5 – 1 µg de DNA y 5 – 20 U de enzima por 
reacción, a 37 ºC durante 1 – 4 horas, siguiendo las recomendaciones del fabricante. 
2.3.7 Electroforesis de ADN geles de agarosa. 
Se prepararon los geles de agarosa 1 - 2% (p/v) en solución TAE 1X (Tris-acetato 40 mM; 
EDTA 1 mM; pH 8,0) y se agregaba 5 µl de GelRed 10.000X por cada 100 ml de gel. La 
electroforesis se realizaba a un voltaje constante de 100 V (50 mA) por 45 - 60 minutos en 
presencia de TAE 1X, utilizando los marcadores de tamaño molecular 100 pb ó 1 kb de New 
England Biolabs. Finalmente, los fragmentos de DNA, se visualizaban en un transiluminador UV. 
!31
2.3.8 Purificación de productos de PCR desde geles de agarosa. 
     La purificación del producto de PCR desde geles de agarosa se realizaba con el sistema 
comercial E.Z.N.A Gel Extraction Kit, de Omega, según las recomendaciones del proveedor, que 
permite obtener hasta un 80% de rendimiento. 
2.3.9 Ligación de productos obtenidos por PCR en los vectores pENTR/D-TOPO® y 
pENTR5 ́/ TOPO®. 
La reacción de ligación en los vectores pENTR/D-TOPO®, o pENTR5 ́ / TOPO® se 
realizaba en base a las recomendaciones del fabricante. Brevemente, se incubaba el producto de 
PCR con el vector comercial, en una razón molar de 1:1 en solución salina y a temperatura 
ambiente. La incubación se realizaba durante 10 – 30 minutos, dependiendo del tamaño del 
producto, en un volumen final de 6 µl.
2.3.10 Reacción de recombinación LR del sistema Gateway. 
En el caso de las recombinaciones simples, se incubaban 100 ng del vector de entrada 
(pENTR/D-TOPO®/promotor y 150 ng del vector de destino (pKGWFS7), por 1 - 8 horas a 
temperatura ambiente, en solución TE pH 8,0. La recombinación se realizaba utilizando el kit LR 
ClonaseTM II enzyme mix, de Invitrogen y la reacción de finalizaba incubando con 2 µL de 
Proteinasa K, de Invitrogen, durante 10 minutos a 37 °C. 
En el caso de las recombinaciones múltiples, se incubaban 100 ng de cada vector de entrada 
(pENTR5’/TOPO®/promotores y pENTR/D-TOPO®/iaaL) y 150 ng del vector de destino 
(pB7m24GW,3) por 16 horas a temperatura ambiente. La recombinación se realizaba utilizando 
el kit LR Clonase II Plus enzyme mix, de Invitrogen, y la reacción se finalizaba incubando con 2 
µL de Proteinasa K, de Invitrogen, durante 10 minutos a 37 °C. Posteriormente se utilizaban 3 µl 
de las reacciones de recombinación para transformar 100 µL de células de E. coli competentes.
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2.3.11 Preparación y transformación de células competentes de E. coli. 
Se realizaba un pre-inóculo de 5 mL de LB con 10 µL del stock de glicerol de células 
competentes de E. coli TOP10 (Invitrogen) (comerciales o propagadas), que se dejaba crecer a 
37°C por 16 horas. Posteriormente, se inoculaban 100 mL de medio LB con 1 mL del pre-cultivo 
y se dejaba crecer a 37 °C hasta obtener una densidad óptica (D.O.) a 600 nm de 0,4 – 0,6. 
Una vez alcanzada la D.O. necesaria, se incubaba el cultivo en hielo por 10 minutos, para 
posteriormente recolectar las bacterias por centrifugación durante 10 minutos a 4 ºC a una 
velocidad de 1.000 g. El sedimento se resuspendía en 25 ml de una solución de MgCl2 0,1 M 
estéril y fría y se incubaba en hielo nuevamente por 5 minutos. Se centrifugaba nuevamente a 
2.000 g por 10 minutos a 4 ºC y se resuspendía el sedimento en 2 ml de una solución 85% (v/v) 
CaCl2 0,1 M, 15% glicerol. Las bacterias se guardaban a -80 oC en alícuotas de 100 µl cada una.
La transformación se realizaba por el método de golpe de calor, incubando 2 – 5 μL de la 
reacción  de  ligación  con  100  μL  de  células  competentes  en  hielo  durante  25  minutos  y 
posteriormente  a  42  °C  por  30  segundos.  Las  bacterias  crecían  en  1  mL de  medio  LB sin 
antibióticos a 37 °C durante 1 hora. Posteriormente, se recolectaban las células por centrifugación 
a 2.000 g por 5 minutos, y se sembraba en medio LB-agar con los antibióticos correspondientes. 
Las colonias resistentes al antibiótico se analizaban por PCR.
2.3.12 Preparación y transformación de células competentes de Agrobacterium 
tumefaciens. 
Se inoculaba un pre-cultivo de 2 ml de medio LB suplementado con rifampicina 50 (µg/ml) 
y gentamicina (100 µg/ml), 5 µl de un stock de glicerol almacenado a -80 °C de Agrobacterium 
tumefaciens GV3101 (pMP90). El cultivo se dejaba crecer a 28 ºC con agitación constante 
durante 18 horas. Posteriormente, se inoculaban 50 ml de medio LB suplementado con 
rifampicina (50 µg/ml) y gentamicina (100 µg/ml) con 2 ml del precultivo y se dejaba crecer 
hasta obtener una D.O600 de 0,5 – 1,0 (durante 3 o 4 horas, aproximadamente). Se dejaba enfriar 
el cultivo en hielo por 5 minutos y se recolectaban las bacterias por centrifugación a 3.000 g por 5 
minutos a 4 ºC, descartando el sobrenadante. El sedimento se resuspendía nuevamente en 10 ml 
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de una solución de CaCl2 20 mM estéril y fría, y se centrifugaba nuevamente. Finalmente, el 
sedimento se resuspendía en 1 mL de la misma solución y se alicuotaban las células en fracciones 
de 100 µL. Las bacterias se congelaron en N2 líquido para luego ser guardadas a -80 ºC hasta su 
utilización. 
La transformación de células competentes de Agrobacterium tumefaciens se realizaba 
mezclando 100 µl de células competentes (sin descongelar), con 1 µg de ADN plasmidial. Esta 
mezcla se congelaba en N2 líquido y se dejaba descongelar a 37 ºC por 5 minutos en un baño 
termorregulado. Posteriormente, la mezcla de transformación era crecida en 1 mL de medio LB, a 
28 ºC con agitación constante, por 2 – 4 horas. Posteriormente se recolectaban las células por 
centrifugación a 2.000 g por 5 minutos y se sembraba en medio LB-agar con los antibióticos 
correspondientes para la selección de transformantes. 
2.4 Selección de promotores. 
La búsqueda de los promotores candidatos fue realizada mediante una revisión de la 
bibliografía buscando genes que siguieran tres criterios: a) Que mostrasen expresión específica en 
el polen de Arabidopsis thaliana y en ninguno otro tejido para evitar efectos no deseados, b) que 
las regiones promotoras hayan sido caracterizadas mediante ensayos con genes reporteros y otras 
técnicas y c) que la expresión de estos genes abarque distintas etapas del desarrollo del polen. 
La temporalidad de la expresión de los genes en el contexto del desarrollo del polen fue 
analizada mediante una revisión de datos transcriptómicos generados por el microarreglo de 
polen de Arabidopsis thaliana (Honys y Twell, 2004). La temporalidad también fue verificada 
mediante la herramienta eFP Browser y GENEVESTIGATOR. Los promotores, según su 
temporalidad, fueron denominados como temprano -Early Pollen Promoter- intermedio -
Intermediate Pollen Promoter- y -Intermediate Pollen Promoter 2- y el promotor tardío como -
Late Pollen Promoter-.
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2.4.1 Generación de construcciones para la evaluación de los promotores 
seleccionados mediante uso de un reportero .  
El gen uidA que codifica la enzima B-glucuronidasa es un reportero ampliamente utilizado 
en el seguimiento de la expresión génica, particularmente en el estudio de promotores. Además 
no exhibe actividad endógena en las plantas (Porto y cols., 2014), por estas razones se utilizó para 
la verificación de la tejido-especificidad de los promotores seleccionados mediante la fusión del 
gen reportero uidA (GUS) a estas secuencias.  
Para generar las construcciones necesarias, los promotores seleccionados fueron 
amplificados mediante PCR a partir de ADN genómico de Arabidopsis thaliana extraído 
utilizando el método CTAB (Chen y Ronald, 1999) utilizando oligonucleotidos diseñados según 
la información bibliográfica y sintetizados en Integrated DNA Technologies (IDT). Las 
secuencias amplificadas fueron purfiicadas desde el gel de agarosa y ligados al vector pENTR/D-
TOPO®. Finalmente se realizó la reacción de recombinación simple del Sistema Gateway según 
las indicaciones del fabricante utilizando pKGWFS7 como vector de destino ya que contiene las 
secuencias que codifican para el reportero GUS (Karimi y cols., 2005) y se transformaron células 
competentes de E.coli TOP10, seleccionando en medio con kanamicina. Las colonias 
seleccionadas eran comprobadas por PCR amplificando una región correspondiente al inserto y al 
vector. Los clones positivos eran inoculados en medio LB líquido suplementado con kanamicina 
para posterior extracción de ADN plasmidial. Luego, utilizando el ADN plasmidial puro, eran 
verificados por ensayos de digestión enzimática utilizando diferentes enzimas de restricción. 
Posteriormente los clones positivos se enviaban a secuenciar. Las construcciones realizadas, se 
denominaron  de manera generica pKGWFS7/promotor (Figura 5).   
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Figura 5. Esquema de la generación de construcciones con fusión transcripcional de los 
promotores con genes reporteros, mediante el sistema Gateway. 
A. Generación del vector de entrada con el producto de PCR de los promotores amplificados 
con oligonucleótidos específicos. El oligonucleótido sentido contiene la secuencia CACC en su 
extremo 5’, complementaria a la secuencia GGTG del vector lineal pENTR/D-TOPO®. Se 
genera la construcción pENTR/D-TOPO®/promotor. 
B. Recombinación entre los sitios attL1 y attL2 presentes en el vector de entrada pENTR/D-
TOPO®/ promotor y los sitios attR1 y attR2 presentes en el vector de destino pKGWFS7; 
permitiendo la generación del vector de destino pKGWFS7/promotor. Kan(R), gen que 
codifica para la enzima neomicina fosfotransferasa II que otorga resistencia al antibiótico 
kanamicina. Egfp, gen que codifica para la proteína fluorescente verde. ccdB, gen que codifica 
para una proteína que se une de manera selectiva a la DNA girasa, impidiendo la replicación 
del DNA. GUS corresponde a uidA, gen que codifica para la enzima β- Glucuronidasa. T35S, 
terminador 35S. Sp/Sm (R), corresponde al gen aadA, que otorga resistencia a espectinomicina 
y estreptomicina. Cm (R), gen que codifica para la enzima cloranfenicol acetiltransferasa y que 
otorga resistencia al antibiótico cloranfenicol. LB y RB “left border” y “right border” del T-
DNA, respectivamente.
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2.4.2 Generación de construcciones con fusión transcripcional entre los promotores 
seleccionados y el gen iaaL. 
Para generar las construcciones en las que el gen iaaL se encuentre bajo el control de los 
promotores seleccionados se utilizó el sistema Gateway multisite. Las secuencias promotoras 
fueron ligadas en el vector pENTR5’-TOPO® y se transformaron células competentes de E. coli 
TOP10 en medio LB suplementado con kanamicina, las colonias resistentes eran comprobadas 
mediante PCR utilizando oligonucleótidos que flanquean el sitio de múltiple clonamiento. Luego 
de ser purificados, estos vectores fueron confirmados mediante PCR, digestión y posterior 
secuenciación para descartar la presencia de mutaciones.   
Aquellos clones positivos por secuenciación (sin mutaciones y clonados de manera 
direccional) fueron utilizados para los ensayos de recombinación. Por otro lado, se utilizó como 
segundo vector de entrada los vectores pENTR/D-TOPO®/iaaL generados de la misma manera.  
La recombinación multisite fue realizada utilizando el vector de destino pB7m24GW,3 
junto con los vectores de entrada generados pENTR5’-TOPO®/promotor y pENTR/D-TOPO®/
iaaL. Una vez realizada la recombinación, se transformaban células competentes de E. coli 
TOP10 seleccionando en medios con Espectinomicina. Las colonias seleccionadas eran 
comprobadas por PCR utilizando oligonucleótidos específicos para la región recombinada y por 
ensayos de digestión enzimótica utilizando enzimas de restricción. Las construcciones realizadas 
se denominaron pB7/iaaL/promotor (Figura 6). 
2.5 Secuenciación de DNA. 
 Las construcciones generadas fueron secuenciadas en el centro de secuenciación Macrogen 
Online Sequencing System, Corea. 
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Figura 6. Esquema de la generación de construcciones con fusión transcripcional de 
promotores con el gen iaaL, mediante el sistema Gateway. 
A. El producto de PCR de la región codificante del gen iaaL fue ligado al vector pENTR/D-
TOPO®. B. Generación de los vectores de entrada. El producto de PCR de los promotores 
amplificado con oligonucleótidos específicos fue ligado al vector pENTR5 ́ /TOPO®. C. 
Recombinación entre los sitios attR1 y attL4 presentes en el vector de entrada pENTR5 ́ /
TOPO®/promotor, los sitios attL1 y attL2 presentes en el vector de entrada pENTR/D-
TOPO®/iaaL y los sitios attR2 y attR4 del vector de destino pB7m24GW,3; permitiendo la 
generación del vector de destino pB7/promotor/iaaL. Kan (R), gen que codifica para la enzima 
neomicina fosfotransferasa II que otorga resistencia al antibiótico kanamicina. ccdB, gen que 
codifica para una proteína que se une de manera selectiva a la ADN girasa, impidiendo la 
replicación del ADN. T35S, terminador 35S. Sp/Sm(R), corresponde al gen aadA, que otorga 
resistencia a espectinomicina y estreptomicina. Cm(R), gen que codifica para la enzima 
cloranfenicol acetiltransferasa y que otorga resistencia al antibiótico cloranfenicol. LB y RB 
“left border” y “right border” del T-DNA, respectivamente.
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2.6 Transformación estable de plantas de Arabidopsis thaliana por el método de inmersión 
floral. 
 Las construcciones realizadas para el análisis de expresión mediante uso de un reportero de 
los promotores seleccinados y para generar la fusión transcripcional de los promotores con el gen 
iaaL se utilizaron para transformar células competentes de Agrobacterium tumefaciens GV3101. 
Las colonias obtenidas luego de la transformación eran comprobadas por PCR, utilizando 
oligonucleótidos específicos para amplificar regiones de los vectores de expresión que incluyeran 
el promotor seleccionado o el gen iaaL.  
Para la transformación de Arabidopsis thaliana por el método de inmersión floral (Clough 
y Bent, 1998), las colonias de Agrobacterium tumefaciens transformadas con los vectores de 
silenciamiento generados que dieron positivas a PCR, fueron inoculadas en 2 mL de medio de 
cultivo LB suplementado con rifampicina (50 µg/mL), gentamicina (100 µg/mL) y 
espectinomicina (100 µg/mL).  
Los cultivos se crecieron a 28 °C con agitación constante por 48 horas. Utilizando 1 mL de 
los cultivos saturados, se inoculaban 200 mL de medio de cultivo LB suplementado con los 
antibióticos correspondientes y se dejaban crecer a 28 °C con agitación constante durante 24 
horas. Las bacterias se recolectaban por centrifugación a 5.000 g durante 20 minutos a 
temperatura ambiente, y el sedimento se resuspendía en 300 mL de medio de transformación 
(sacarosa 5% [p/v], Silwet-L77 0,05% [v/v]) a una D.O.600 aproximada de 0,8. Los 300 mL de 
suspensión se traspasaron a un frasco de boca ancha con un agitador magnético en el fondo del 
frasco, para asegurar la homogeneidad de la solución. 
Previo a la transformación, plantas de Arabidopsis thaliana col-0 de dos meses de edad 
crecidas en medio hidropónico, se le cortaban todas las flores abiertas y silicuas. Posteriormente 
se sumergían en la suspensión bacteriana hasta la roseta durante 15 – 45 segundos con agitación 
constante. Las plantas de Arabidopsis transformadas se dejaban crecer en medio hidropónico y se 
recolectaron las semillas correspondientes a la generación T1. 
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2.7 Ensayo cualitativo de la actividad enzimática de GUS. 
Los tejidos a analizar se incubaban en 0,5 - 1 ml de solución X-Gluc (ácido 5-bromo-4- 
cloro-3-indolil β-D-glucurónico 2,5 mM, fosfato de sodio 100 mM, ferricianuro de potasio 0,5 
mM, ferrocianuro de potasio 0,5 mM, EDTA 10 mM, Tritón X-100 0,3% [v/v], metanol 10% [v/
v]) a 37 °C durante 16 horas. Posteriormente los tejidos se incubaban con etanol al 70% hasta 
extraer completamente la clorofila para luego ser observados en la lupa estereoscópica Olympus 
SZX7. 
2.8 Análisis fenotipicos de las plantas transgénicas generadas  
2.8.1 Análisis microscópico de las plantas y flores transgénicas 
Se compararon las plantas transgénicas generadas con plantas de Arabidopsis thaliana 
Col-0 con el fondo genético DR5:GUS utilizadas como control y se tomaron fotografías tanto de 
las plantas completas como de las flores con una cámara Canon EOS Rebel SL1 lente 18-55 mm 
IS STM. 
2.8.2 Análisis de viabilidad del polen en plantas transgenicas promotor:iaaL de 
Arabidopsis thaliana. 
La viabilidad del polen maduro de las plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana se 
analizó utilizando la tinción de Alexander (Alexander, 1969), la cual contiene 1 mL de etanol 
95% (v/v); 500 µL de una solución al 1% (p/v) de verde malaquita en etanol 95% (v/v); 500 µL 
de una solución al 1% (p/v) de fucsina ácida en agua destilada; 50 µL de una solución al 1% (p/v) 
de anaranjado G en agua destilada; 500 µg de fenol sólido; 200 µL de ácido acético glacial; 2,5 
mL de glicerol y 5 mL de agua destilada. 
Para preparar las muestras de polen, se extraían cuidadosamente las anteras de las flores 
sobre un portaobjetos. Para esto se usaba una lupa estereoscópica Olympus SZX7 y dos jeringas 
de tuberculina de 1 mL. Sobre las anteras se agregaban 20 µL de una dilución 1:20 de la tinción 
de Alexander en agua, se cubría la preparación con un cubreobjetos y se incubaba a temperatura 
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ambiente durante 20 minutos. Luego se analizaba la muestra en campo claro utilizando un 
microscopio óptico Leica DM500 y se fotografiaban utilizando una cámara Canon EOS Rebel 
SL1 lente 18-55 mm IS STM.  
La tinción de Alexander tiñe el citoplasma del polen viable de color rosado y la cubierta 
compuesta por exina de color verde. Los granos de polen muertos no presentan citoplasma, por lo 
que solo se ven de color verde. 
2.8.3 Análisis del numero de anteras por flor en plantas transgenicas promotor:iaaL 
de Arabidopsis thaliana. 
Para preparar las flores completas, se fijaban las flores utilizando 200 µL de una solución 
de etanol-ácido acético (3:1) por un tiempo mínimo de 48 horas. Las flores fijadas eran luego 
posicionadas en un portaobjetos. Sobre las flores se agregaban 40 µL de una dilución 1:20 de la 
tinción de Alexander en agua, se cubría la preparación con un cubreobjetos y se incubaba a 
temperatura ambiente durante 20 minutos. Luego se analizaba la muestra utilizando una lupa 
estereoscópica Olympus SZX7 y se fotografiaban utilizando una cámara Canon EOS Rebel SL1 
lente 18-55 mm IS STM. Ya que la tinción alexander tiñe solo los granos de polen nos permite 
ver las anteras de la flor aún sin abrirla. 
2.8.4 Análisis de los frutos y de la producción de semillas de las plantas transgénicas 
Para el análisis de producción de semillas, al menos diez frutos consecutivos y maduros 
fueron recolectados de las plantas transgénicas para ser desteñidos en una solución de etanol 
70%,. Las plantas de Arabidopsis thaliana Col-0 con el fondo genético DR5:GUS fueron 
utilizadas como control. Fotografías de frutos representativos de cada línea fueron tomadas, las 
semillas contenidas en cada fruto fueron contados bajo una lupa esteroscópica y los gráficos junto 
con el análisis estadístico fue realizado con el programa Graphpad Prism® Versión 5.0a.  
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2.8.5. Evaluación de la glándula del néctar de las plantas transgénicas 
Para evaluar las glándulas del néctar de las plantas transgénicas se siguió el protocolo de 
evaluación de producción de néctar (Kram, 2009) bajo la lupa estereoscópica Olympus SZX7. 
Utilizando pinzas, delicadamente se tomó el sépalo y gentilmente se abrió hasta removerlo o 
doblarlo lo suficiente para dejar expuesta la glándula para realizar la comparación. Plantas de 
Arabidopsis thaliana col-0 con el fondo genético DR5:GUS fueron utilizadas como control. 
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RESULTADOS 
1. Seleccionar promotores de genes específicos de polen expresados en distintas etapas del 
desarrollo caracterizados previamente. 
 En la Tabla 1 se presentan los promotores específicos de polen seleccionados en la 
búsqueda bibliográfica. Esta selección de genes para posteriormente trabajar con sus respectivas 
regiones promotoras fue basada en tres criterios: a) Que los genes tuviesen expresión específica 
en el polen de Arabidopsis thaliana y en ninguno otro tejido para evitar efectos no deseados, b) 
que las regiones promotoras fuesen sido caracterizadas mediante ensayos con genes reporteros y 
otras técnicas y c) que la expresión de estos genes abarcase distintas etapas del desarrollo del 
polen. 
Tabla 1. Promotores específicos de polen seleccionados. 
promSTP2 promSTP9 promPSG2 promPTEN1
Locus AT1G07340 AT1G50310 AT1G28550 AT5G39400
Gen bajo su control STP2 STP9 PSG2 PTEN1
Tamaño del promotor 2400 pb 1095 pb 465 pb 1082 pb
Etapa del desarrollo 






















a) Que los genes muestren expresión específica en el polen de Arabidopsis thaliana y en 
ninguno otro tejido para evitar efectos no deseados. 
 Para cumplir con este criterio, primero se confirmó que los genes controlados por los 
promotores candidatos a selección fuesen tejido-específicos de polen mediante un análisis in 
silico con la herramienta GENEVESTIGATOR. Los cuatro genes controlados por los promotores 
finalmente seleccionados mostraron expresión en tejido floral (Figura 7). 
 Por otro lado, anteriormente nuestro laboratorio caracterizó dos promotores específicos 
de polen (Muñoz-Strale y León, 2014) clasificándolos como promotores fuertes, por lo que se 
comparó el nivel de expresión de uno de los genes controlados por ese promotor (PSG2) con el 
de los genes controlados por los promotores candidatos utilizando los datos transcriptómicos de 
polen (Honys y Twell, 2004). La expresión de los genes controlados por los promotores 
finalmente seleccionados debía ser igual o mayor a la del gen PSG2 (Tabla 2). 
 
Figura 7. Análisis in silico de la tejido-especificidad de los genes controlados por los 
promotores seleccionados en distintos tejidos de Arabidopsis. 10 etapas de desarrollo fueron 
analizadas. Los colores corresponden a la expresión de cada gen en cada tejido. AT1G07340 
corresponde al gen controlado por el promotor EPP, AT1G28550 controlado por IPP2, 
AT1G50310 controlado por IPP y AT5G39400 controlado por LPP. La herramienta 
GENEVESTIGATOR fue utilizada para la evaluación. 
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% de potencial de expresión
Etapa de 
desarrollo Genes
Tabla 2. Datos transcriptómicos de los genes controlados por los promotores seleccionados. 
Datos de expresión obtenidos del microarreglo de Honys y Twell 2004. 
b) Que las regiones promotoras fuesen sido caracterizadas mediante ensayos con genes 
reporteros y otras técnicas. 
 Para cumplir con este criterio, se analizaron las publicaciones donde caracterizaban las 
regiones promotoras y las estrategias utilizadas se resumen en la Tabla 3. 
Tabla 3. Técnicas usadas en la caracterización de los promotores seleccionados. 
MUN PBC PTC GPM Otros tejidos 
esporotificos
promSTP2 (EPP) 3354.86 3259.785 465.143 567.7845 No
promSTP9 (IPP) 430.3685 1444.83 2297.47 484.3565 Bajo
promPSG2 (IPP2) 0 0 2342.955 2114.545 No
promPTEN1 (LPP) 0 0 1251.26 3426.64 No
Promotor analizado Nomenclatura Técnicas realizadas
promSTP2 EPP
-Hibridación in situ 








-Ablación de tejido 
-Análisis histoquímico (GUS)
promPTEN1 LPP -RNA gel blot -Análisis histoquímico (GUS)
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c) Que la expresión de estos genes se inicie en distintas etapas del desarrollo del polen. 
Para cumplir con este criterio, la temporalidad de la expresión de estos genes en el 
contexto del desarrollo del polen fue analizada mediante una revisión de datos transcriptómicos 
generados por el microarreglo de polen de Arabidopsis thaliana (Honys y Twell, 2004). La 
expresión del gen STP2 se asocia a las etapas tempranas del desarrollo del polen, asimismo la 
expresión del gen PSG2 y STP9 se asocia principalmente a las etapas intermedias PBC y PTC, y 
finalmente la expresión del gen PTEN1 se asocia a la etapa tardía GPM (Tabla 2). 
La temporalidad también fue verificada mediante otro análisis in silico utilizando la 
herramienta eFP Browser, confirmando que los genes de los promotores seleccionados presentan 
diferencias en la temporalidad de su expresión (Figura 8).  
Finalmente el promotor del gen STP2 fue denominado como temprano -Early Pollen 
Promoter- el promotor del gen PSG2 como intermedio -Intermediate Pollen Promoter- el 
promotor del gen STP9 como intermedio -Intermediate Pollen Promoter2- y el promotor del gen 
PTEN1 como tardío -Late Pollen Promoter-. Confirmando finalmente las cuatro regiones 
promotoras para continuar con el estudio (Tabla 1). 
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Figura 8. Análisis in silico de la temporalidad de expresión de los genes de los promotores 
seleccionados en polen. Se utilizaron los datos que entrega la herramienta bioinformática online 
eFP Browser http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi para analizar la expresión de los genes 
durante el desarrollo del polen y en otros tejidos. AT1G07340 corresponde al gen controlado por 
el promotor EPP, AT1G50310 controlado por IPP, AT1G28550 controlado por IPP2, y 










2. Evaluar los promotores seleccionados in vivo mediante el uso de un reportero. 
 Se procedió a confirmar que los promotores seleccionados fuesen específicos de polen 
mediante la fusión del gen reportero uidA (GUS) a estas secuencias. Con el objetivo de generar 
las construcciones necesarias, los promotores seleccionados fueron amplificados a partir de ADN 
genómico de Arabidopsis thaliana utilizando oligonucleótidos diseñados según la información 
bibliográfica (Tabla 1) y posteriormente purificados (Figura 9). 
Figura 9. Aislamiento de las secuencias promotoras mediante PCR. Se utilizó ADN 
genómico de Arabidopsis thaliana como molde. EPP corresponde al promotor del gen STP2, IPP 
corresponde al promotor del gen STP9 y LPP corresponde al promotor del gen PTEN1. Gel de 
agarosa al 1%, st corresponde al estándar de tamaño molecular de 1 kb New England Biolabs®. 
Los productos de PCR -promotores- fueron clonados en el vector de entrada del sistema 
Gateway pENTR/D-TOPO®. Las construcciones generadas fueron confirmadas mediante PCR 
de colonias, digestión con enzimas de restricción del producto de ADN purificado (Figura 10) y 
posterior secuenciación para evitar mutaciones no deseadas.  
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EPP                IPP              LPP
2400 pb
1095 pb 1082 pb
 Finalmente se generaron los vectores de expresión mediante la recombinación de los 
vectores de entrada con el vector pKGWFS7. Esta construcción fue comprobada mediante PCR 
de colonias y digestión con enzimas de restricción al vector purificado (Figura 11) para 
finalmente transformar células competentes Agrobacterium tumefaciens. 
Figura 10. Digestión enzimática de los vectores de entrada. Las enzimas de restricción EcoRV 
y NotI fueron utilizadas para las digestiones, cuyos patrones de corte fueron predichos con el 
programa Serial Cloner. EPP corresponde al promotor del gen STP2, IPP corresponde al 
promotor del gen STP9 y LPP corresponde al promotor del gen PTEN1. Gel de agarosa al 1%, st 
corresponde al estándar de tamaño molecular de 1 kb New England Biolabs®. 
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Figura 11. Digestión enzimática de los vectores de expresión generados. Las enzimas de 
restricción utilizadas fueron EcoRV y PstI para las digestiones, cuyos patrones de corte fueron 
predichos con el programa Serial Cloner. EPP corresponde al promotor del gen STP2, 
IPP2corresponde al promotor del gen STP9 y LPP corresponde al promotor del gen PTEN1. Gel 
de agarosa al 1%, st corresponde al estándar de tamaño molecular de 1 kb New England 
Biolabs®. 
 Aquellos clones que dieron positivo en el análisis por PCR fueron utilizados para 
transformar plantas silvestres de Arabidopsis thaliana por el método de inmersión floral (Clough 
y Bent, 1998) para posteriormente recolectar las semillas y sembrarlas en un medio de selección 
en este caso suplementado con el antibiótico kanamicina, donde crecieron aquellas plántulas 
resistentes. Una vez crecidas las plantas, se realizó el ensayo GUS utilizando inflorescencias de 
las plantas adultas. En el caso de los promotores IPP, IPP2 y LPP se detectó expresión específica 
del reportero en la antera, posiblemente en el grano de polen (Figura 12). 
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Figura 12. Evaluación de los promotores seleccionados mediante actividad GUS. A. 
Actividad GUS de inflorescencia de Arabidopsis thaliana Col-0 utilizada como control. B. 
Actividad GUS para el promotor IPP. C. Actividad GUS para el promotor LPP.  Las flechas 






3. Generar plantas transgénicas que expresen el gen iaaL en distintas etapas del desarrollo 
del gametofito masculino de Arabidopsis thaliana. 
 Para generar las construcciones en las que el gen iaaL se encuentre bajo el control de los 
promotores seleccionados, estos fueron ligados en el vector pENTR5’-TOPO. Estos vectores 
fueron confirmados mediante PCR, digestión (Figura 13) y posterior secuenciación para 
descartar la presencia de mutaciones.   
         Finalmente se generaron los vectores de expresión mediante la recombinación doble de los 
vectores de entrada, el vector de entrada que contiene el gen iaaL y el vector de destino 
pB7m24GW,3. La construcción generada fue comprobada mediante PCR y digestión con 
enzimas de restricción (Figura 14) al vector purificado para finalmente transformar células 
competentes de Agrobacterium tumefaciens. 
 
Figura 13. Digestión enzimática de los vectores de entrada generados. Las enzimas de 
restricción EcoRV y EcoRI fueron utilizadas para las digestiones cuyos patrones de corte fueron 
predichos con el programa Serial Cloner. EPP corresponde al promotor del gen STP2, IPP al 
promotor del gen STP9 y LPP al promotor del gen PTEN1. Gel de agarosa al 1%, st corresponde 
al estándar de tamaño molecular de 1 kb New England Biolabs®. 
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Figura 14. Digestión enzimática de los vectores de expresión generados. Las enzimas de 
restricción EcoRI y PstI fueron utilizadas para las digestiones cuyos patrones de corte fueron 
predichos con el programa Serial Cloner. EPP corresponde al promotor del gen STP2, IPP al 
promotor del gen STP9, IPP2 al promotor del gen PSG2, LPP al promotor del gen PTEN1 e iaaL 
corresponde al gen que codifica para la enzima lisin sintasa. Gel de agarosa al 1%, st 
corresponde al estándar de tamaño molecular de 1 kb New England Biolabs®. 
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  Las plantas transgénicas fueron verificadas mediante resistencia al herbicida BASTA® y 
mediante PCR utilizando oligonucleótidos contra el transgen iaaL (Figura 15). 
Figura 15. Verificación de plantas transgénicas mediante PCR. Líneas analizadas para la 
construcción A. EPP:iaaL B. IPP:iaaL C. IPP:iaaL.. Se amplificó el gen iaaL y el gen EF1alfa. 
ADN genómico de plantas DR5:GUS fueron utilizadas como control de ADN. Se utilizó ADN 
plasmidial con el gen iaaL como control positivo. Estándar de tamaño molecular NEB de 1kb y 





Mediante RT-PCR se confirmó que las plantas transgénicas efectivamente estuviesen 
expresando el gen iaaL antes de analizarlas (Figura 16).  
 
Figura 16. Confirmación de la expresión de iaaL mediante RT-PCR. Resultado 
representativo para las líneas analizadas. Se obtuvo ARN de las infloresencias utilizando 
TRIZOL®. Se utilizó cADN como molde para el ensayo. (+) corresponde a control positivo para 
cADN.  
 Para estos experimentos se usaron plantas de Arabidopsis con el fondo genético DR5:GUS. 
De esta forma, es posible determinar in vivo el efecto de la expresión del gen iaaL en polen 
observando las variaciones en la expresión del gen reportero GUS con respecto a lo observado en 
plantas DR5:GUS. De esta forma, es posible determinar de manera sencilla si existen cambios en 
los niveles de auxina a partir de los cambios visibles en la actividad del gen reportero. En efecto, 
algunas líneas transgénicas presentaron diferencias frente al control, como por ejemplo la línea 6 
para la construcción IPP2:iaaL (DR5:GUS) y las líneas 2 y 5 para promLAT52:iaaL (DR5:GUS) 
(Figura 17). 
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Figura 17. Ensayo GUS a inflorescencias transgénicas. col-0 con el background DR5:GUS 
fue utilizada como control. Líneas analizadas para las construcciones A. IPP:iaaL (DR5:GUS) 
B. IPP2:iaaL (DR5:GUS). C. LAT52:iaaL (DR5:GUS).  
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4. Analizar los procesos de la maduración del estambre; elongación del filamento del 
estambre, dehiscencia de la antera y maduración del polen en las plantas obtenidas. 
 No se encontraron diferencias a primera vista en lo que se refiere al desarrollo para ninguna 
de las plantas transgénicas generadas respecto a la planta silvestre (Figura 18). En lo que se 
refiere al nivel floral, sin disectar las flores, no se observaron alteraciones relacionadas al 
desarrollo de la flor, los filamentos del estambre elongaron de manera similar a la planta silvestre 
y todas las anteras revisadas tenían el aspecto de la antera silvestres luego de la dehiscencia 
(Figura 19). 
Figura 18. Evaluación general de planta transgénica. A. Planta de Arabidopsis thaliana 
ecotipo Col-0 utilizada como control. B. Planta transgénica para el gen iaaL bajo el control del 
promotor IPP2.  
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 La viabilidad de los granos de polen de las distintas líneas transgénicas generadas fue 
analizada mediante la tinción de Alexander. En tres de los cuatro grupos de líneas para las 
construcciones analizadas se observó considerable letalidad en el polen, con excepción de las 
líneas EPP:iaaL, en las que no se detectó letalidad de polen en ninguna línea analizada (Tabla 4). 
Tabla 4.  Porcentaje de líneas con letalidad en el polen para cada construcción generada. 
   
 Una de cada ocho líneas transgénicas que expresan el gen iaaL bajo el control del 
promotor con temporalidad intermedia de polen (promSTP9), presentaron granos de polen 
inviables. El otro promotor con esta misma temporalidad presentó polen no viable en dos de cada 
siete líneas transgénicas y finalmente dos de cada siete líneas transgénicas que expresan el gen 
iaaL bajo el control del promotor específico de polen (promLAT52), presentaron granos de polen 
inviables. Estos datos son de carácter cualitativo ya que al observar las anteras al microscopio la 
diferencia entre las líneas con letalidad en el polen y la silvestre se hace evidente (Figura 20). 
Los granos de polen inviables no fueron cuantificados en este trabajo. 







 Figura 20. Evaluación de la viabilidad del polen de las flores transgénicas. A. Anteras de 
Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 (DR5:GUS) fueron utilizadas como control. B. Zona de 
antera representativa de flores de las líneas transgénicas generadas para el gen iaaL bajo el 
control de los distintos promotores seleccionados. Las flechas indican los granos de polen no 
viables. Barra de tamaño de 0.5 mm.  
Los frutos de las plantas transgénicas generadas fueron analizados (Figura 21) y al 
encontrar diferencias en las mismas líneas que tenían polen inviable se procedió a realizar el 
conteo de semillas. De este análisis se encontró que aquellas líneas que presentan polen inviable 




 Figura 21. Frutos representativos de las plantas transgénicas. A. Frutos de Arabidopsis 
thaliana ecotipo Col-0 (DR5:GUS) fueron utilizadas como control. B. Frutos representativos de 
las líneas transgénicas generadas para el gen iaaL bajo el control de los distintos promotores 
seleccionados. En asterisco se muestran aquellos frutos con menor nº de semillas que el control.  
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*   * *   *
*   *
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 Figura 22. Análisis de la producción de semillas. Número de semillas por silicua de plantas 
transgénicas que expresan el gen iaaL bajo el control de los promotores temprano, intermedio, 
intermedio-2 y promLAT52. Col-0 (DR5:GUS) fue utilizado como control. Los valores 
representan al menos 10 mediciones independientes. La significancia estadística fue calculada 
mediante one-way ANOVA. Los asteriscos representan la significancia de la medición. Se 
consideró P < 0.0001.  
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Al separar los órganos florales para su análisis, se observó en la mayoría de las líneas 
analizadas la ausencia de uno o ambos estambres cortos en sus flores (Figura 23). Además, en 
estas flores con estambres cortos ausentes, se determinó que existían anomalías en las glándulas 
de néctar laterales, las que presentaban un desarrollo atrofiado. Para descartar que debido a la 
manipulación en la separación de los órganos se perdiesen los estambres, se les realizó tinción de 
Alexander a flores completas sin disectar sus órganos (Figura 24). Finalmente de las 28 líneas 
analizadas en este trabajo, 25 presentaron la ausencia de uno o ambos estambres cortos (Figura 
25). 
 
Figura 23. Evaluación de estambres y glándulas de néctar en las flores transgénicas. A - B 
Flores de planta silvestre contienen 6 estambres y glándulas de néctar bilobuladas. C - F Flor 
representativa de plantas transgénicas que expresan el gen iaaL bajo el control de los promotores 
específicos de polen EPP, IPP, IPP2 y promLAT52, se muestran la ausencia de uno o ambos 
estambres cortos y glándulas de néctar subdesarrolladas. Arabidopsis thaliana Col-0 (DR5:GUS) 
fue utilizada como control. SS: estambre corto. P: pétalo. LN: Glándula de néctar lateral.  
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Figura 24. Tinción de Alexander a las anteras de las flores transgénicas. A. Flores  de plantas 
control Arabidopsis thaliana col-0 (DR5:GUS) presentan 6 estambres. B y C. Flores 
representativas de plantas transgénicas que expresan el gen iaaL bajo el control de promotores 
tejido-específicos de polen presentan ausencia de uno o ambos estambres cortos. 
 
Figura 25. Flores transgénicas presentan ausencia de estambres cortos. Los estambres cortos 
fueron contabilizados a partir de flores extraídas de las distintas líneas transgénicas generadas 
para cada construcción (n ≥ 3). Los datos utilizados en el gráfico fueron aquellos de flores con 
ausencia de uno o ambos estambres laterales. Como control se usaron flores provenientes de 




Finalmente se observó para una línea del promotor IPP2 controlando la expresión del gen 
iaaL, una flor que presentaba la antera del estambre corto fusionado al pétalo. Al realizar el 
análisis de la viabilidad del polen mediante el uso de la tinción de Alexander, se observó que la 
antera fusionada contenía granos de polen viable (Figura 26). 
 
Figura 26. Fenotipo petaloide. A. El estambre corto de una flor de una línea IPP2:iaaL 
(DR5:GUS) presenta la antera fusionada al pétalo. B. Tinción de Alexander a la antera muestra 





La hormona auxina tiene un rol clave en la coordinación de varios aspectos del desarrollo 
de las plantas (Sundberg y Østergaard, 2009), incluyendo los procesos involucrados en la 
maduración del estambre (Cecchetti y cols., 2008; Feng y cols., 2006; Cheng y cols., 2006). La 
antera y en particular el grano de polen acumulan elevados niveles de auxina (Aloni y cols., 
2006; Dal Bosco y cols., 2012a; Cecchetti y cols., 2008; Cecchetti y cols., 2013), pero el rol de la 
hormona durante la fase del desarrollo del gametofito masculino se mantiene como algo 
desconocido (Dal Bosco y cols., 2012b). 
Mediante el uso de ingeniería genética es posible generar plantas con niveles disminuidos 
de auxina activa en un tejido en específico para estudiar el rol de la hormona (Romano y cols., 
1991; Spena y cols., 1991; Yang y cols., 1997; Feng y cols., 2006; Flores-Sandoval y cols., 
2015). En este trabajo de tesis se generaron plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana que 
expresan el gen bacteriano iaaL, cuyo producto proteico es capaz de conjugar la hormona libre 
con el aminoácido lisina. De esta manera se genera una forma inactiva de la hormona en los 
tejidos en los que el promotor funcione, en este caso el polen.  
 El gen iaaL, denominado anti-auxina, fue aislado por primera vez a partir de un plásmido 
de Pseudomonas syringae subsp. savastanoi, bacteria que provoca una enfermedad en olivo. Su 
producto proteíco es una enzima dependiente de ATP y cataliza la formación de un enlace amido 
entre el grupo carboxilo del IAA y el grupo amino epilson de la lisina (Glass y Kosuge, 1986; 
Romano y cols., 1991), generándose un conjugado que no puede ser reconvertido en IAA por 
enzimas endógenas de las plantas (Cohen y Bandurski, 1982).  
 Se ha demostrado que el gen iaaL funciona como gen anti-auxina logrando una 
inactivación de la hormona de manera exitosa en plantas de tabaco y papa, donde se observaron 
efectos sobre la dominancia apical, desarrollo de raíz y hojas (Romano y cols., 1991; Spena y 
cols., 1991). Al expresarlo en tapetum de tabaco se observaron efectos sobre el desarrollo del 
polen  (Yang y cols., 1997) y al expresarlo en el filamento de la antera de Arabidopsis, se 
encontraron efectos sobre el crecimiento del filamento (Feng y cols., 2006). 
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1. Seleccionar promotores caracterizados de genes específicos de polen expresados en 
distintas etapas del desarrollo caracterizados previamente. 
Para generar el sistema de inactivación de auxina de manera tejido específica en el polen 
fue necesario seleccionar promotores muy específicos en cuanto a su actividad espacio-temporal. 
Para lograr este propósito se estudiaron genes que cumpliesen con tres criterios previamente 
propuestos: Primero, que tuviesen expresión específica en el polen de Arabidopsis thaliana y en 
ninguno otro tejido para evitar efectos no deseados. Segundo, que tuviesen regiones promotoras 
previamente caracterizadas mediante ensayos con genes reporteros y otras técnicas; y tercero, 
que la expresión de los genes seleccionados se iniciara en distintas etapas del desarrollo del 
polen, para cubrir de esta manera toda la ventana temporal del desarrollo del polen y poder 
disectar la importancia de la temporalidad de la acumulación de auxina en el polen. 
 El promotor del gen PSG2 ha sido caracterizado como un promotor fuerte (Muñoz-Strale y 
León, 2014) por lo que se utilizaron los datos de expresión del gen PSG2 (Honys y Twell, 2004) 
como un parámetro de comparación para los genes candidatos, con el objetivo de encontrar 
genes que presentasen datos de expresión similar y utilizar sus respectivos promotores (Tabla 2). 
 Mediante el uso de la herramienta bioinformática GENEVESTIGATOR se analizó la 
especificidad espacial de cada gen cuyo promotor fue seleccionado para este trabajo (Figura 7). 
Por otro lado la herramienta eFP Browser permitió analizar la temporalidad de la expresión de 
los genes (Figura 8). 
 eFP Browser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi) es una herramienta virtual 
desarrollada para facilitar la interpretación y el análisis de información de microarreglos y de 
otros grupos de datos de gran escala para Arabidopsis. Esta herramienta fue utilizada para 
determinar la especificidad espacio-temporal de los genes candidatos. Además, se revisaron los 
datos del microarreglo de polen para conocer la expresión de los genes en los diferentes estados 
del desarrollo del gametofito masculino (PUC, PBC, PTC y GPM, Tabla 2). Los cuatro 
promotores seleccionados (Tabla 1) cuentan con el respaldo de un conjunto de distintas técnicas 
y ensayos para confirmar su especificidad (Tabla 3). 
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 Por otro lado, el software GENEINVESTIGATOR (https://www.genevestigator.ethz.ch.) 
permite investigar patrones de expresión de más de 22.000 genes de Arabidopsis en distintas 
condiciones, además de informar sobre su expresión en etapas del crecimiento y órganos en 
particular (Zimmermann y cols., 2004). Esta herramienta fue usada para confirmar que los cuatro 
genes seleccionados se expresaban en tejido floral y no en tejido vegetativo (Figura 7), para 
evitar posibles efectos no deseados. 
 Además de los datos del transcriptoma de polen (Honys y Twell, 2004), estos dos 
acercamientos fueron utilizados ya que al ser herramientas in silico permiten un análisis rápido y 
sencillo para el usuario de la información, permitiendo sugerir que las cuatro regiones 
promotoras de los genes seleccionados tendrían una expresión fuerte y específica en el polen, 
pero con ventanas temporales diferentes en el polen (Tabla 1). 
 La elección de distintas temporalidades está basada en el hecho de que la hormona se 
acumula durante varias etapas del desarrollo del grano de polen (Aloni y cols., 2006; Cecchetti y 
cols., 2008; Cecchetti y cols., 2013; Feng y cols., 2006; Cheng y cols., 2006), entonces disminuir 
la cantidad de hormona biológicamente activa en distintos momentos permitiría comprender 
mejor la relevancia de la acumulación de la hormona en el contexto del desarrollo del polen.  
 A los promotores EPP, IPP e IPP2 seleccionados anteriormente, se agregó el promotor del 
gen LAT52, el que corresponde a un promotor tejido-específico de polen de tomate, 
extensivamente caracterizado (Twell y cols., 1991; Eyal y cols., 1995) y ampliamente utilizado 
tanto en Arabidopsis como en diferentes especies (Pérez y cols., 2016; Nishihara y cols, 1993), el 
que presenta un perfil de expresión fuerte a partir del estado de grano de polen bicelular y hasta 
grano de polen maduro (Twell y cols., 1991; Eyal y cols., 1995; Bate y Twell, 1988). 
 Finalmente estos cinco promotores específicos de polen y con diferentes temporalidades de 
expresión fueron las herramientas moleculares utilizadas para cumplir los otros objetivos de este 
trabajo de tesis.  
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2. Evaluar los promotores seleccionados in vivo mediante el uso de un reportero. 
Para confirmar que efectivamente la región promotora se expresaba en el polen, se decidió 
realizar el análisis de la actividad de cada promotor en el polen mediante la fusión de la región 
promotora seleccionada (Tabla 1) al gen reportero GUS (de Rujiter y cols., 2003). 
 La proteína GUS (ß-Glucuronidasa) está codificado por el gen uidA y proveniente de un 
operón de Escherichia coli. Se trata de una hidrolasa que cataliza la hidrólisis de una amplia 
variedad de ß-glucuronidos, muchos de los cuales están disponibles comercialmente como 
sustratos. Las plantas transgénicas que lo expresan no presentan defectos ni en el crecimiento ni 
en su reproducción (Jefferson y cols., 1987). La actividad de esta proteína en los tejidos 
vegetales puede ser detectada mediante un ensayo histoquímico cromogénico, en el cual X-Gluc 
se usa como sustrato. La facilidad de uso de este reportero lo hace ser considerado una 
herramienta extremadamente útil para la localización de la actividad de un fragmento de 
promotor con resolución celular en plantas (de Rujiter y cols., 2003). Además, gracias a la 
tecnología GATEWAY®, existen vectores que son una herramienta genética útil y de rápido uso 
para una amplia gama de manipulaciones genéticas entre las que se encuentran el uso de genes 
reporteros, como por ejemplo GUS (Curtis y Grossniklaus, 2003).  
 En lo que se refiere a los tamaños de las regiones promotoras utilizadas (Tabla 1), en 
ningún trabajo relacionado a su caracterización se realizaron deleciones para detectar la región 
de actividad mínima, por lo que se utilizaron las mismas regiones con las que se trabajaron en las 
publicaciones de caracterización de estos promotores. Por otro lado el promotor EPP no fue 
evaluado con el uso del reportero, debido a que durante su caracterización se realizaron ensayos 
de inmuno-histoquímica para la proteína, demostrando que efectivamente su expresión proteíca 
ocurre en la etapa temprana del desarrollo del grano de polen (Truernit y cols., 1999). 
 El objetivo de la evaluación de los promotores mediante uso del reportero fue verificar la 
especificidad espacio-temporal de las regiones promotoras seleccionadas, en ningún caso 
conocer la fuerza del promotor ni realizar comparaciones entre estos. Esta comparación no es 
posible de realizar ya que al ser la integración del transgen al azar en el genoma, puede existir un 
!69
efecto posicional sobre la actividad del reportero (de Rujiter y cols., 2002). Además, se conoce 
que existen diferencias de expresión del gen uidA y también diferencias fenotípicas entre líneas 
transgénicas producidas por la diferencia en el número de inserciones en el genoma (Ulian y 
cols., 1994).  
 Las líneas transgénicas generadas para los promotores IPP, IPP2 y LPP mostraron un 
patrón de expresión característico en la antera (Figura 12), debido al conocimiento previo de 
estos promotores no se realizaron análisis en profundidad de este ensayo.  
3. Generar plantas transgénicas que expresen el gen iaaL en distintas etapas del desarrollo 
del gametofito masculino de Arabidopsis thaliana. 
Manipular deliberadamente los niveles de una hormona en plantas transgénicas permite 
realizar análisis directos del rol de esa hormona en la planta (Romano y cols., 1991). Con el 
objetivo de generar una deficiencia en la acumulación de la hormona auxina activa durante 
distintas etapas del desarrollo del polen, se generaron plantas transgénicas que expresaban el gen 
iaaL bajo el control transcripcional de los promotores seleccionados en un plantas del fondo 
genético DR5:GUS. Esta construcción genética contiene un promotor sintético que responde a 
auxina (DR5) basado en elementos de respuesta a auxina llamados AuxREs (Ulmasov y cols., 
1997). Se ha determinado que la actividad de este promotor tiene relación directa con la 
concentración de IAA presente, por lo que se puede monitorear con gran facilidad las variaciones 
en la concentración de auxina bioactiva en un determinado tejido (Cechetti y cols., 2013). El uso 
de este promotor ha permitido comprender que existe acumulación de auxina en varios tejidos, 
incluyendo la glándula del néctar y la antera, particularmente en el tapetum y en el gametofito 
masculino en desarrollo (Aloni y cols., 2006; Cecchetti y cols., 2008; Feng y cols., 2006). 
 En algunas líneas transgénicas generadas se puede observar a simple vista una diferencia 
en la actividad del reportero respecto al control (Figura 17). Por ejemplo en la línea 6 para la 
construcción IPP2:iaaL (DR5:GUS) y en las líneas 2 y 5 para promLAT52:iaaL (DR5:GUS) se 
puede apreciar una disminución considerable de la tinción GUS respecto al control. 
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Eventualmente un ensayo de GUS seguido del análisis de las muestras mediante microscopia de 
campo claro en secciones transversales de las anteras podría entregar una mayor resolución y por 
ende más información sobre una posible disminución de la hormona. 
 La cuantificación de IAA es el mejor método para concluir si efectivamente las líneas 
transgénicas generadas disminuyeron su nivel de auxina libre presente en el polen. Es posible 
realizar cuantificación mediante el uso de anticuerpos monoclonales contra auxina y ELISA, o 
con medición por HPLC (Chen y Zhao, 2008) y uso de espectrometría de masa (Porfirio y cols., 
2016). La limitante para utilizar estas técnicas radica en la cantidad de material inicial, en este 
caso polen. Esto impone una limitación de tejido, ya que cada línea transgénica generada 
correspondía a un evento único de transformación y, por lo tanto, se vuelve extremadamente 
complejo reunir cantidades suficientes de tejido para realizar ensayos de esa naturaleza.   
 Adicionalmente se confirmó de que las líneas transgénicas expresaban el transgen iaaL 
(Figura 16). Es importante considerar que la sola presencia de un ARN mensajero en un tejido no 
asegura la existencia de la proteína, ya que se ha identificado actividad proteolítica en células 
vegetales modificadas. Este grado de proteólisis, ya sea parcial o completa, depende de la 
secuencia aminoácidica de la proteína, suceptibilidad de sitios a acción proteolítica y al número 
de sitios susceptibles a acción de proteasas (Pillay y cols., 2014). De esta forma, si bien la 
medición del ARN mensajero puede servir como guía para los análisis, no se trata de un ensayo 
concluyente.  
4. Análisis de los procesos de la maduración tardía del estambre en las plantas 
transgénicas. 
Considerando que el polen acumula elevadas cantidades de auxina (Aloni y cols., 2006; 
Dal Bosco y cols., 2012a; Cecchetti y cols., 2008; Cecchetti y cols., 2013), que esta hormona es 
una de las más importantes para la coordinación de los procesos de maduración tardía del 
estambre y que al eliminar el grano de polen mediante ablación tejido-específica este proceso se 
ve afectado (Hsu y cols., 2014; Mariani y cols., 1990; Muñoz-Strale y León, 2014; Zhang y cols., 
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2012), al igual que en líneas desprovistas de granos de polen (Kuromori y cols., 2011; Li y cols., 
2009; Sorensen y cols., 2003) se podría sugerir que al interferir con la acumulación de la 
hormona en el polen podrían generarse efectos sobre alguno de los tres procesos involucrados en 
la maduración del estambre.  
 Ninguna de las plantas transgénicas generadas mostró alteraciones en lo que se refiere a 
crecimiento ni patrones de desarrollo visibles a nivel vegetativo (Figura 18), lo que era esperado 
ya que la estrategia de este trabajo apuntaba a la generación de un sistema de inactivación de 
auxina tejido-específico. A nivel floral y a simple vista, el proceso tanto de dehiscencia de la 
antera como de elongación del filamento fueron normales en todas las líneas analizadas para 
todas las construcciones generadas (Figura 19). Sin embargo, en lo que se refiere a la dehiscencia 
de la antera, la afirmación no es concluyente, ya que es necesario un mayor análisis del proceso 
para saber si se encuentra afectado en alguna medida. Esto podría lograrse, por ejemplo, 
mediante el análisis de cortes histológicos (Cecchetti y cols., 2008).  
Anteriormente se ha demostrado que la actividad de la enzima iaaL difiere hasta en 25 
veces entre diferentes líneas y se presume que se puede deber a un efecto posicional del transgen 
en el genoma de la planta (Romano y cols., 1991; Cerutti y cols., 1997; Matzke y Matzke, 1998) 
 Se ha observado inactivación post-transcripcional en cis en transgenes bacterianos bajo el 
control transcripcional del promotor fuerte 35S. Además se sugiere un efecto relacionado a la 
dosis del transgen, es decir, número de inserciones. También se señala a la sobreproducción de 
ARN sobre un límite como el que gatilla la degradación irreversible del mismo ARN (Dehio y 
Schell, 1994; Morel y cols., 2000). El silenciamiento de los transgenes introducidos ha sido 
observado frecuentemente en plantas, existe alta variación en los niveles de expresión de un 
transgen en particular en plantas transgénicas independientes es decir plantas que se generan de 
eventos de transferencia e integración independientes. Estas diferencias en la expresión se 
atribuían originalmente a la influencia del ambiente de la cromatina local en el transgen, el que 
podía determinar su tasa de transcripción (De Wilde y cols., 2000; Peach y cols., 1991).  
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 En lo que se refiere al proceso de maduración del grano de polen, algunas líneas 
transgénicas presentaron flores con polen inviable en una proporción que alcanza hasta casi el 
30% de las líneas analizadas (Tabla 4). Es importante destacar que todas las líneas de plantas 
transgénicas para la construcción EPP:iaaL analizadas, es decir con el promotor que se activa al 
inicio del desarrollo del gametofito, presentaron polen viable al igual que la planta silvestre 
(Tabla 4 y Figura 20). Esto sugiere la posibilidad de que la auxina acumulada durante esta etapa 
inicial del desarrollo del grano de polen en específico, no sea esencial para la viabilidad del 
mismo. Para confirmarlo se necesitaría realizar un análisis cuantitativo de IAA en estas líneas.  
 Por otro lado, al analizar las líneas transgénicas para las construcciones IPP:iaaL, 
IPP2:iaaL y promLAT52:iaaL se encontró que una parte de las líneas presentó polen no viable, 
alcanzando casi un 30% en algunos casos (Tabla 4). Los promotores utilizados para generar estas 
plantas activan la transcripción en etapas intermedias del desarrollo del grano de polen, 
específicamente poco antes de comenzar la etapa PBC. Se ha visto incluso que al bloquear el 
flujo de auxina en el filamento de la antera se generaron granos de polen defectuosos, los que 
presentaron anormalidades en el proceso de mitosis y no en etapas tempranas del desarrollo del 
grano de polen reflejando una conexión entre la hormona y las etapas intermedias del desarrollo 
del gametofito masculino (Feng y cols., 2006).   
 De esta forma, es posible que la auxina acumulada durante la etapa de PBC sea importante 
en el desarrollo del grano de polen, sugiriendo la existencia de una ventana temporal crítica que 
comienza una vez que ocurre la primera mitosis del polen. Además, análisis de un microarreglo 
de arroz reveló que genes requeridos para la síntesis de IAA se expresaban durante las etapas 
tardías del desarrollo del gametofito masculino, sugiriendo que podrían ser los responsables de la 
acumulación de IAA en la antera durante esa etapa y no que sea una acumulación que ocurra 
debido a la síntesis en etapas anteriores (Hirano y cols., 2008). 
 Para poder explicar el hecho de que algunas líneas transgénicas presentaron granos de 
polen inviables y otras no, es necesario considerar que existe una variabilidad en la expresión del 
transgen asociada a la transformación mediada por Agrobacterium tumefaciens (Hobbs y cols., 
1990). El sitio de la inserción del transgen en el genoma de la planta puede relacionarse  a la 
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estructura de la cromatina, o a la localización de promotores o enhancers cerca del sitio de 
integración. Además el número de copias, rearreglos, metilación del ADN, factores que actúan en 
trans, ya sea proteínas y otros factores regulatorios que se unan al promotor pueden afectar la 
expresión del transgen lo que podría explicar diferencias encontradas entre las distintas líneas 
transgénicas analizadas (Wallroth y cols., 1986; Weising y cols., 1988). Se han encontrado 
diferencias entre transformantes de hasta nueve veces en la expresión del transgen (Dean y cols., 
1988).  
 Respecto a las líneas transgénicas que presentaron granos de polen inviables, es necesario 
considerar que correspondían a líneas T1, por lo tanto en aquellas plantas que presentasen una 
inserción la mitad de sus granos de polen llevarían la construcción y la otra mitad no.  
 Encontrar polen inviable en las plantas transgénicas generadas es un resultado esperado ya 
que considerando que el polen es un tejido que acumula elevadas cantidades de auxina durante 
su desarrollo, y que además participa durante la fase funcional del polen, particularmente en el 
crecimiento polarizado del tubo polínico (Chen y Zhao, 2008; Pan y cols., 2015; Wu y cols., 
2008).  
 Hasta ahora se desconoce el rol de la auxina durante la fase de desarrollo del gametofito 
masculino. Sin embargo, hace poco se identificó el transportador de auxina PIN8 en el retículo 
endoplásmico del polen (Dal Bosco y cols., 2012a) y el transportador PILS5 que se expresa en el 
polen desde el estado PBC hasta GPM, ambos en Arabidopsis (Dal Bosco y cols., 2012b). 
También ha sido sugerido que la hormona regula la entrada al ciclo celular en el polen (Cecchetti 
y cols., 2008), apoyando de esta manera otros estudios que sugieren la participación de esta 
hormona en el ciclo celular (Chen y cols., 2001; Dewitte y Murray, 2003; David y cols., 2007; 
Francis, 2007; Maygar y cols., 2005). 
 Recientemente se reportó que tratamientos con auxina exógena producen un aumento en  la 
cantidad de mensajero para los genes PIP5K1 y PIP5K2 en polen, probablemente por un efecto 
sobre la transcripción. La evidencia obtenida en ese trabajo sugiere que estos genes estarían 
involucrados en el control de la función vacuolar en el polen durante su desarrollo (Ugalde y 
cols., 2016).  
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 De esta manera, encontrar granos de polen inviables en las líneas transgénicas corresponde 
a un resultado esperado y sobretodo en una ventana temporal que involucra mitosis. Al parecer 
podría existir una ventana temporal intermedia, después de la etapa 10 donde ocurre el máximo 
de auxina en la antera, en la cual  la acumulación de la hormona sería esencial para la producción 
de los granos de polen viables.  
 Analizar el momento en el cual el grano de polen se vuelve inviable sería clave para la 
determinación y confirmación de la ventana temporal donde la acumulación de auxina es 
importante para el desarrollo del grano de polen. Este análisis se puede realizar mediante 
histología y permite determinar el momento exacto del aborto del polen (Ugalde y cols., 2016).    
 De igual manera, el desarrollo del grano de polen se ve afectado al disminuir los niveles de 
la auxina en el tapetum, mediante la expresión del gen iaaL de manera tejido especifica (Yang y 
cols., 1997). Se postula que el tapetum es un tejido que podría estar suministrándole auxina al 
grano de polen en desarrollo (Aloni y cols., 2006), esto apoyado con evidencia reciente de 
transportadores de auxina del tipo ABCB localizados en el tapetum (Cecchetti y cols., 2015). En 
este escenario, tiene sentido que las líneas que expresaban el gen iaaL en la etapa temprana del 
desarrollo del polen no generasen anteras con polen inviable. Esto debido a que el tapetum en esa 
etapa podría estar compensando la disminución de auxina activa en el polen.  
 Las mismas líneas transgénicas que presentaron el polen inviable mostraron poseer frutos 
con menor número de semillas en comparación a la planta silvestre (Figura 21 y Figura 22). Esto 
se puede deber a un problema relacionado con el desarrollo del gametofito masculino o con el 
proceso de fertilización. La cantidad y calidad del polen que participa en el proceso es uno de los 
factores limitantes para el número de óvulos que finalmente se convertirán en semillas (Lee T., 
1988). Lo que podría sugerir que los granos de polen de estas líneas transgénicas tendrían una 
menor calidad respecto a un grano de polen silvestre y por eso no hay generación de semillas en 
esos casos de fertilización. Una posible explicación tiene que ver con la participación de la 
hormona auxina en la fase funcional del polen, es decir durante el crecimiento del tubo polínico 
(Chen y Zhao, 2008; Pan y cols., 2015; Wu y cols., 2008), interrumpiendo con el proceso de 
fertilización.  
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 Existe la posibilidad de que la disminución de IAA en las plantas transgénicas generadas 
no haya sido suficiente para bloquear el desarrollo normal de la antera o de la flor o que existan 
mecanismos compensatorios. Por ejemplo al reducir los niveles de IAA en el tapetum, se 
propuso que la disminución de IAA en un tejido en específico puede ser fácilmente compensado 
con la importación de hormona desde tejidos y órganos adyacentes (Yang y cols., 1997).  O 
como el caso de plantas transgénicas que expresan el gen iaaL en toda la planta, bajo el control 
del promotor 35S, las que mostraron niveles reducidos de auxina y que se identificaron fenotipos 
anormales, como  disminución en el tamaño de la planta, de las hojas, pérdida de la dominancia 
apical y baja fertilidad, entre otros (Romano y cols., 1991). Sin embargo, teniendo en cuenta que 
la auxina parece tener un rol mucho más relevante, la agresividad de los efectos es menor a la 
que se podría esperar, lo que podría sugerir un mecanismo compensatorio.  
 Por otro lado, una flor silvestre de Arabidopsis contiene seis estambres, cuatro mediales y 
dos laterales (Scott y cols., 2004). Además posee glándulas de néctar, relacionadas con atracción 
de polinizadores. Las glándulas de néctar se clasifican laterales y mediales, siendo las primeras 
bilobuladas y localizadas en la base de los estambres cortos (Kram y cols., 2009).  
 Una anormalidad interesante encontrada en las plantas transgénicas analizadas, fue la 
ausencia de uno o ambos estambres cortos (Figura 23 y Figura 24). El defecto de la ausencia de 
estambres en general, se encuentra relacionado principalmente a la fase inicial del desarrollo del 
estambre (Bennet y cols., 1995; Furutani y cols., 2007; Running and Meyerowitz, 1996; Session 
y cols., 1997; Staldal y cols., 2012) lo que podría sugerir que los promotores seleccionados 
presentan actividad en etapas tempranas del desarrollo del estambre. 
Si bien se ha reportado que en plantas silvestres al analizar en triplicado muestras de 100 
flores de plantas Col-0, el porcentaje de ausencia de ambos estambres cortos alcanza 
aproximadamente un 1.3% y de un estambre corto hasta un 14.3% (Bender y cols., 2013). El 
hallazgo es relevante pues casi todas líneas transgénicas generadas presentaron porcentajes 
considerables para la ausencia de uno o ambos estambres cortos, sobretodo en este último caso 
(Figura 25). Más aún, se detectó esta anormalidad para todas las construcciones analizadas. Este 
fenotipo ha sido descrito previamente para las mutantes insercionales en los genes pin6-2, 
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myb57-2 y arf6-2/arf8-3 (Bender y cols., 2013; Reeves y cols., 2012). También fue descrito en 
las plantas inmunes al procesamiento del microRNA miR167 en el gen ARF6, que expresan un 
transgen modificado que no posee el sitio de reconocimiento del microRNA (Wu y cols., 2006). 
De manera muy interesante, todos estos genes están involucrados en el transporte o señalización 
mediada por auxina.  
 Adicionalmente, se observó que en la zona dónde estaban ausentes los estambres, la 
glándula de néctar presentaba un menor desarrollo (Figura 23). Finalmente, en una línea 
transgénica para la construcción IPP2:iaaL, de detectó un caso de fenotipo petaloide (fusión de 
la antera con el pétalo) en uno de los estambres cortos, donde la totalidad de granos de polen de 
esta antera eran viables según la tinción de Alexander (Figura 26). Si bien este fenotipo petaloide 
podría considerarse como algo anecdótico, su ocurrencia en plantas silvestres es muy rara y ha 
sido observado anteriormente en la mutante insercional myb57-2 sin atribuírsele ninguna 
explicación a su ocurrencia (Bender y cols., 2013).  
 PIN6 es un miembro de la familia de transportadores de auxina PIN y MYB57 es un factor 
de transcripción involucrado en el desarrollo del estambre, ambos genes tienen expresión 
enriquecida en las glándulas de néctar de Arabidopsis y son requeridas para el desarrollo 
adecuado de los estambres cortos y para las glándulas de néctar (Bender y cols., 2013; Kram y 
cols., 2009).  
 Adicionalmente, ARF6 y ARF8 son factores de transcripción que median la respuesta 
génica inducida por auxina (Haguen y Guilgoyle, 2002; Li y cols., 2014) y las dobles mutantes 
insercionales para estos genes presentan un bloqueo completo en la maduración floral, causado 
por una disminución de la producción de ácido jasmónico, JA (Nagpal y cols., 2005), entre los 
que se encuentran un menor desarrollo de la glándula de néctar (Reeves y cols., 2012). 
 Además, plantas inmunes al procesamiento por parte de miR167 en el transcrito del gen 
ARF6, con niveles elevados de ARF6, presentan flores estériles (Wu y cols., 2006). Análisis 
transcriptómicos de la mutante insercional arf6-2/arf8-3 muestran que estos ARFs regulan genes 
claves para el crecimiento y función de las glándulas de néctar, y para la producción del 
compuesto volátil MeJA (Reeves y cols., 2012). 
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 Por otro lado, MYB57 está involucrado en el desarrollo del estambre y se encuentra río 
abajo en la señalización mediada por GA y JA, respondiendo a ambas hormonas. GA promueve 
la producción de JA y la expresión de MYBs relacionados al desarrollo del estambre, como por 
ejemplo MYB57 (Cheng y cols., 2009).  
 Se ha propuesto un modelo genético para la maduración floral que involucra a las 
hormonas auxina, giberelina y jasmonato. En este modelo, giberilina y auxina estarían 
promoviendo la biosíntesis de JA, promoviendo a su vez eventos del desarrollo tardío del 
estambre (Reeves y cols., 2012). Se ha propuesto que el JA generado en los filamentos de la 
antera puede ser esencial para el resto de la flor, incluyendo la producción de néctar (Bender y 
cols., 2013; Ishiguro y cols., 2001). 
 Una reducción en el número de estambres también ha sido observada en las mutantes 
triples tir1/afb2/afb3 y cuádruples tir1/afb1/afb2/afb3. Los genes TIR y AFB son receptores de 
auxina y se transcriben en los estambres, particularmente en tejidos que rodean la teca, en las 
microesporas y en el filamento (Cecchetti y cols., 2008; Lokerse y Weijers, 2009).  
 La reducción en el número de estambres cortos se ha visto de igual manera en la mutante 
sty1-1 y en varias líneas que tienen mutaciones en genes cuyos productos proteicos son objetivo 
de STY1, como por ejemplo YUC4. La familia de proteínas SHI/STY regulan el desarrollo de 
los órganos laterales en Arabidopsis thaliana, además STY1 interactúa con el promotor del gen 
de biosíntesis de auxina YUC4 y activa la transcripción de los genes YUC4, YUC8 y AP2/ERF 
(Staldal y cols., 2012). De esta forma, existe un volumen considerable de evidencia que vincula a 
la deficiencia en la producción de auxina y señalización medida por ella con defectos en el 
desarrollo floral en una etapa temprana. Esto apoya la presunción de que los promotores 
seleccionados podrían tener una activación en etapas tempranas del desarrollo del estambre. 
 Por otro lado, la evaluación de la producción de néctar puede ser realizada de manera 
sencilla si se tiene el suficiente cuidado y manejo. Gentilmente al manipular el sépalo en cierta 
dirección se puede determinar aumentos y disminuciones en la producción de néctar en flores de 
Arabidopsis en forma de gotas de néctar. Asimismo, cuando no hay secreción de néctar, es muy 
notorio (Kram y Carter, 2009). Análsis de este tipo realizados a las plantas transgénicas 
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permitieron observar gotas de néctar en las glándulas (Figura 23), pero se necesitan otros análisis 
para concluir si el néctar producido presenta alguna alteración en su composición.  
 Como se mencionó previamente, la concentración de auxina en la antera puede ser bastante 
alta, llegando a un máximo en la etapa 10 del desarrollo floral (Aloni y cols., 2006; Cecchetti y 
cols., 2008). Además,  entre los tejidos que forman este órgano se encuentran el tapetum, la capa 
media y el endotecio, todos rodeando a los granos de polen en desarrollo (Cechetti y cols., 2014). 
De manera reciente se postuló a la capa media como el tejido encargado de la distribución de la 
hormona al tapetum, endotecio y células del procambio, para posteriormente dirigirse en 
dirección basipetalo por el filamento, de esta manera promoviendo los procesos de la 
maduración tardía del estambre (Cecchetti y cols., 2016). Por otro lado, el grano de polen no es 
mencionado como participante en el flujo de hormona desde la antera al resto de la flor 
propuesto anteriormente (Cecchetti y cols., 2016) a pesar de existir evidencia de la acumulación 
de la hormona en este tejido y de transportadores presentes en el mismo (Aloni y cols., 2006; Dal 
Bosco y cols., 2012a; Dal Bosco y cols., 2012b). También se ha postulado que el tapetum  podría 
estar suministrándole auxina al grano de polen (Aloni y cols; 2006; Cecchetti y cols., 2015). 
 Adicionalmente se ha sugerido que el flujo de auxina desde la antera llegaría hasta las 
glándulas de néctar durante la antesis, promoviendo su desarrollo (Aloni y cols., 2006; Bender y 
cols., 2013). La relación entre la presencia del estambre corto y el desarrollo de la glándula de 
néctar no está claro (Bender y cols., 2013) pero nuestros resultados apoyan esta relación 
propuesta anteriormente.  
 Por otro lado el hecho de no haber encontrado diferencias notorias en los procesos de 
dehiscencia y elongación del filamento respecto a la planta silvestre puede deberse a que el flujo 
de auxina de la antera no se ve afectado lo suficiente como para provocar anomalías evidentes en 
la maduración del estambre. Esto en parte podría explicarse ya que otros tejidos de la antera, 
como el tapetum, están aportando auxina al sistema. Para comprobar esto, sería necesario 
realizar cortes histológicos de la antera en la etapa floral 10 y 11 a las líneas transgénicas 
generadas en el fondo genético DR5:GUS y analizar diferencias del reportero en los diferentes 
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tejidos, en particular la capa media, recientemente propuesta como la protagonista en el máximo 
de auxina encontrado en la antera (Cecchetti y cols., 2016).  
 Los resultados de esta tesis sugieren fuertemente que la presencia de auxina en el grano de 
polen podría ser relevante para la viabilidad del mismo. Esto se vio reflejado en el hecho de que 
se encontraron plantas con polen inviable para las líneas transgénicas IPP:iaaL, IPP2:iaaL  y 
promLAT52:iaaL asociadas a promotores con temporalidad intermedia de iaaL, particularmente 
a la etapa 11 floral que es donde se registra la acumulación de auxina en el polen. Pero no se 
registraron plantas con polen inviable en las líneas EPP:iaaL con el promotor asociado a la etapa 
10 floral. 
 Además las anomalías encontradas en otros órganos florales, particularmente en el menor 
desarrollo de la glándula de néctar lateral y en la ausencia del estambre corto, podrían sugerir 
que los promotores seleccionados tendrían una actividad en etapas tempranas del desarrollo del 
estambre y estarían provocando una inactivación de la hormona en un momento crítico para la 
formación de los estambres cortos.  
 Los resultados obtenidos en esta tesis apoyan a la hipótesis propuesta originalmente, en el 
sentido que la auxina acumulada en el polen durante su desarrollo estaría participando en la 
maduración del mismo pero no afecta de manera funcional el proceso de dehisencia de la antera 
ni la elongación del filamento del estambre.  
 Además apoyan la existencia de una posible relación entre la presencia del estambre corto 
y el desarrollo de la glándula lateral del néctar, apoyando de esta manera el flujo de auxina desde 
la antera al resto de tejidos florales (Aloni y cols., 2006). 
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 La comprensión del rol de la auxina en la antera –y particularmente en el desarrollo del 
grano de polen– podría ser clave para la generación de futuras estrategias para enfrentar el 
cambio climático en especies de interés comercial. Existe evidencia que señala que las altas 
temperaturas causan esterilidad masculina en especies muy relevantes desde el punto de vista 
nutricional, como el trigo.  
 De manera muy interesante, el efecto de las altas temperaturas ha sido relacionado con la 
disminución de la hormona auxina en las anteras de cebada y Arabidopsis, lo que causa 
problemas de esterilidad masculina, la que es revertida con aplicaciones exógenas de la hormona 
(Sakata y cols., 2013). De esta forma, entender el papel que la hormona auxina juega en el 
desarrollo y función del polen y su relación con el desarrollo de la flor podría ser relevante para 
enfrentar los cambios en la fertilidad de las plantas en un escenario de cambio climático.  
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CONCLUSIÓN Y PROYECCIONES 
La evidencia experimental generada en este estudio sugiere que la auxina acumulada en el 
polen en la etapa floral 11 podría ser importante para la viabilidad del mismo y no estaría 
participando en la elongación del filamento del estambre ni en la funcionalidad de la dehiscencia 
de la antera. Además, los promotores seleccionados podrían presentar actividad en etapas 
tempranas del desarrollo del los estambres, como se refleja en la ausencia de los mismos. Se 
sugiere la existencia de una relación entre la presencia del estambre corto y el desarrollo de la 
glándula de néctar lateral, apoyando de esta manera el flujo propuesto de auxina en la flor.  
Las proyecciones de este trabajo están centradas en comprender el mecanismo subyacente 
entre la acumulación de auxina en el polen y la maduración floral utilizando las plantas 
transgénicas generadas. Se podría llegar a proponer al polen como un participante del flujo de 
auxina de la antera al resto de la flor.  
!82
REFERENCIAS 
Alexander M. (1969). Differential staining of aborted and nonaborted pollen. Biotechnic & 
Histochemistry 44, 117-122.  
Aloni R., Aloni E. and Langhans M. (2006). Role of auxin in regulating Arabidopsis flower 
development. Planta 223, 315-328. 
Barbez E. and Kleine-Vehn J. (2013). Divide Et Impera—cellular auxin compartmentalization. 
Current Opinion in Plant Biology 16, 78–84. 
Bate N. and Twell D. (1988). Functional architecture of a late pollen promoter: pollen-specific 
transcription is developmentally regulated by multiple stage-specific and co-dependent activator 
elements. Plant Molecular Biology 37, 859-869.  
Bender R. L., Fekete M. L., Klinkenberg P. M., Hampton M., Bauer B., Malecha M., Lindgren 
K., Maki J. A., Perera M. A., Nikolau B. J. and Carter J. (2013). PIN6 is required for nectary 
auxin responde and short stamen development. The Plant Journal 74, 893-904.  
Bennet S. R., Alvarez J., Bossinger G. and Smyth D. R. (1995), Morphogenesis in pinoid mutants 
of Arabidopsis thaliana. The Plant Journal 8, 505-520. 
Borg M., Brownfield L. and Twell D. (2009). Male gametophyte development: a molecular 
perspective. Journal of Experimental Botany 60, 1465-1478. 
Cecchetti V., Pomponi M., Altamura M. M., Pezzotti M., Marsilio S., D´Angeli S., Tornielli G. 
B., Costantino P. and Cardarelli M. (2004). Expression of rolB in tobacco flowers affects the 
coordinated processes of anther dehiscence and style elongation. The Plant Journal 38, 512-525. 
Cecchetti V., Altamura M. M., Falasca G., Costantino P. and Cardarelli M. (2008). Auxin 
regulates Arabidopsis anther dehiscence, pollen maturation, and filament elongation. The Plant 
Cell 20, 1760-1774. 
!83
Cecchetti V., Altamura M. M., Brunetti P., Petrocelli V., Falasca G., Ljung K., Constantino P. and 
Cardarelli M. (2013). Auxin controls Arabidopsis anther dehiscence by regulating endothecium 
lignification and jasmonic acid biosynthesis. The Plant Journal 74, 411-422. 
Cardarelli M. and Cecchetti V. (2014). Auxin polar transport in stamen formation and 
development: how many actors?. Frontiers in Plant Science 5, 1-13. 
Cecchetti V., Brunetti P., Napoli N., Fattorini L., Altamura M., Constantino P. and Cardarelli M. 
(2015). ABCB1 and ABCB19 auxin transporters have synergistic effects on early and late 
Arabidopsis anther development. Journal of Integrative Plant Biology 57, 1089-1098. 
Cecchetti V., Celebrin D., Napoli N., Ghelli R., Brunetti P., Constantino P. and Cardarelli M. 
(2016). An auxin maximum in the middle layer controls stamen development and pollen 
maturation in Arabidopsis. New Phytologist doi: 10.1111/nph. 
Cerutti H., Johnson A., Gillham N. and Boynton J. (1997). Epigenetic silencing of a foreign gene 
in nuclear transformants of Chhnydomonas. Plant Cell 9, 925-945.  
Chen D. and Zhao J. (2008). Free IAA in stigmas and styles during pollen germination and pollen 
tube growth of Nicotiana tabacum. Physiologia Plantarum 134, 202-215.  
Chen J. G., Ullah H., Young J. C., Sussman M. R. and Jones A. M. (2001). ABP1 is required for 
organized cell elongation and division in Arabidopsis embryogenesis. Genes & Development. 15, 
902-911. 
Chen D. H. and Ronald P. C. (1999). A rapid DNA minipreparation method suitable for AFLP and 
other PCR applications. Plant Molecular Biology Reporter 17, 53-57.  
Cheng Y., Dai X. and Zhao Y. (2006). Auxin biosynthesis by the YUCCA flavin monooxygenases 
controls the formation of floral organs and vascular tissues in Arabidopsis. Genes & 
Development 20, 1790-1799. 
!
Cheng H., Song S., Xiao L., Soo H., Cheng Z., Xie D. and Peng J. (2009). Gibberillin acts 
through jasmonate to control the expression of MYB21, MYB24, and MYB57 to promote stamen 
filament growth in Arabidopsis. PLoS Genetics 5: e1000440. 
Cohen J. D. and Bandurski R.S. (1982). Chemistry and physiology of the bound auxins. Annual 
Reviews of Plant Physiology 33, 403-430.  
Curtis M. D. and Grossniklaus U. (2003). A Gateway Cloning Vector Set for High- Throughput 
Functional Analysis of Genes in Planta. Breakthrough Technologies 2, 462-469. 
Dal Bosco C., Dovzhenko A., Liu X., Woerner X., Rensch T., Eismann M., Eimer S., Hagermann 
J., Paponov I. A., Ruperti B., Haberle-Bors E., Touraev A., Cohen J. D. and Palme K. (2012). The 
endoplasmic reticulum localized PIN8 is a pollen-specific auxin carrier involved in intracellular 
auxin homeostasis. The Plant Journal 71, 860-870. 
Dal Bosco C., Dovzhenko A. and Palme K. (2012). Intracellular auxin transport in pollen. Plant 
Signaling & Behavior 7, 1504-1505. 
David K. M., Couch D., Brown S., Grosclaude K. and Perrot-Rechenmann. (2007). The auxin-
binding protein 1 is essencial for the control of cell cycle., The Plant Journal 50, 197-206. 
De Ruijter N. C., Verhees J., van Leeuwen W. and van der Krol A. R. (2003). Evaluation and 
Comparison of the GUS, LUC, and GFP Reporter System for Gene Expression Studies in Plants 
5, 103-115. 
De Wilde C., Van Houdt H., De Buck S., Angenon G., De Jaeger G. and Depicker A. (2000). 
Plants as bioreactors for protein production: avoiding the problema of transgene silencing. Plant 
Molecular Biology 43, 347-359. 
Dean C., Jones J., Favreau M., Dunsmuir P and Bedbrook J. (1988). Influence on flanking 
sequences on variability in expression levels of an introduced gene in transgenic tobacco plants. 
Nucleic Acids  Research 16, 9267 – 9283. 
!85
Dehio C. and Schell J. (1994). Identification of plant genetic loci involved in a posttranscriptional 
mechanism for meiotically reversible transgene silencing.  PNAS 91, 5538-5542.  
Dewitte W. and Murray J. A. H. (2003). The plant cell cycle. Annual Review of Plant Biology 54, 
235-264.  
Dresselhaus T. and Schneitz K. (2014). The role of auxin for reproductive organ patterning and 
development. In: Auxin and its rol in plant development. Zažímalová E., Petrášek J. and Benková 
E. (eds). Springer Vienna, Vienna. Pp 213-243. 
Eyal, Y., Curie, C., and McCormick, S. (1995). Pollen specificity elements reside in 30 bp of the 
proximal promoters of two pollenexpressed genes. Plant Cell 7, 373–384 
Feng X. L., Ni W. M., Elge S., Mueller-Roeber B., Xu Z. H. and Xue H. W. (2006). Auxin flow in 
anther filaments is critical for pollen grain development through regulating pollen mitosis. Plant 
Molecular Biology 61, 215-226. 
Flores-Sandoval E., Eklund D. M. and Bowman., J. L. (2015). A Simple Auxin Transcriptional 
Responde System Regulates Multiple Morphogenetic Processes in the Liverwort Marchantia 
polymorpha. PLOS Genetics 11, 1- 26. 
Francis D. (2007). The plant cell cycle – 15 years on. New Phytologist 174, 261-278. 
Furutani M., Kajiwara T., Kato T., Treml B., Stockum C., Torres-Ruiz R. and Tasaka M. (2007). 
The gene MACCHI-BOU 4/ENHANCER OF PINOID encodes a NPH3-like protein and reveals 
similarities between organogenesis and phototropism at the molecular level. Development 134, 
3849-3859. 
Glass N.L. and Kosuge T. (1986). Cloning of the gene for indoleacetic acid-lysine synthetase 
from Pseudomonas Syringae subsp. savastanoi. Journal of Bacteriology 166, 598-603.  
!86
Glickmann, E., Gardan L., Elasri M., Dessaux Y. (1997) Auxin Production by Various Pathovars 
of Pseudomonas syringae. In Rudolph K. (ed) Developments in plant pathology. Springer 
Netherlands, Pp 311-316. 
Goldberg R. B., Beals T. P. and Sanders P. M. (1993). Anther development: Basic principles and 
practical applications. The Plant Cell 5, 1217-1229. 
Gupta R., Ting J.T.L., Sokolov L. N., Johnson S. A. and Luan S. (2002). A Tumor Suppressor 
Homolog AtPTEN1, Is Essential for Pollen Development in Arabidopsis. The Plant Cell 14, 
2495-2507. 
Hafidh S., Fíla J. and Honys D. (2016). Male gametophyte development and function in 
angiosperms: a general concept. Plant Reproduction 29, 31-51. 
Haguen G. and Guilfoyle T. (2002). Auxin-responsive gene expression: genes, promoters and 
regulatory factors. Plant Molecular Biology 49, 373-385. 
Hirano K., Aya K., Hobo T., Sakakibara H., Kojima M., Shim R. A., Hasegawa Y., Ueguchi M. 
and Matsuoka M, (2008). Comprensive Transcriptome Analysis of Phytohormone Biosynthesis 
and Signaling Genes in Microspore/Pollen and Tapetum of Rice. Plant & Cell Physiology 49, 
1429-1450.  
Hobbs S. L., Kpodar P. and DeLong C. M. (1990). The effect of T-DNA copy number, position 
and methylation on reporter gene expression in tobacco transformants. Plant Molecular Biology 
15, 851-864.  
Honys D. and Twell D. (2004). Transcriptome analysis of haploid male gametophyte 
development in Arabidopsis. Genome Biology 5, R85.1-R85.13.  
Hsu S. W., Liu M. C., Zen K. C. and Wang C. S. (2014). Identification of the tapetum/
microspore-specific promoter of the pathogenesis-related 10 gene and its regulation in the anther 
of Lilium longiflorum. Plant Science 215, 124-133. 
!87
Irish V. F. (2010). The flowering of Arabidopsis flower development. The Plant Journal 61, 
1014-1028.  
Ishiguro S., Kawai-Oda A., Ueda J., Nishida I. and Okada K. (2001). The DEFECTIVE IN 
ANTHER DEHISCIENCE gene encodes a novel phospholipase A1 catalyzing the initial step of 
jasmonic acid biosynthesis, which synchronizes pollen maturation, anther dehiscence, and flower 
opening in Arabidopsis. Plant Cell 13, 2191-2209. 
Jefferson R. A., Kavanagh T. A. and Bevan M. V. (1987). GUS fusions: ß-glucuronidase as a 
sensitive and versatile gene fusion marker in higher plants. The EMBO Journal 6, 3901-3907. 
Karimi M., De Meyer B. and Hilson P. (2005). Modular cloning in plant cells. Trends in Plant 
Science 10, 103-105.  
Kram B. W. and Carter C. J. (2009) Arabidopsis thaliana as a model for functional nectary 
analysis. Sexual Plant Reproduction 22, 235-246.  
Krizek B. A. (2011). Auxin regulation of Arabidopsis flower development involves members of 
the AINTEGUMENTA-LIKE/PLETHORA (AIL/PLT) family. Journal of Experimental Botany 
62, 3311-3319.  
Kuromori T., Ito T., Sugimoto E. and Shinozaki K. (2011). Arabidopsis mutant of AtABCG26, an 
ABC transporter gene, is defective in pollen maturation. Journal of Plant Physiology 168, 
2001-2005. 
Lee, T. D. (1988). Patterns of fruit and seed production. In Jon and Lesley Lovett-Doust (Eds) 
Plant reproductive ecology: patterns and strategies. Oxford University Press, USA. Pp 179-202. 
Li N., Wu S., Van Houten J., Wang Y., Ding B., Fei Z., Clarke T., Reed J. and van der Knaap E. 
(2014). Down-regulation of AUXIN RESPONSE FACTORS 6 and 8 by microRNA 167 leads to 
floral development defects and female sterility in tomato. Journal of Experimental Botany doi:
10.1093/jxb/eru141  
!88
Li H., Cheng Y., Murphy A., Hagen G. and Guilfoyle T. J. (2009). Constitutive repression and 
activation of auxin signaling in Arabidopsis. Plant Physiology 149, 1277-1288. 
Lokerse  A. and Weijers D. (2009). Auxin enters the matrix - assembly of response machineries 
for specific outputs. Current Opinion in Plant Biology 12, 520-526.  
Mariani C., De Beuckeleer M., Truettner J., Leemans J. and Goldberg R. B. (1990). Induction of 
male sterility in plants by a chimaeric ribonuclease gene. Nature 347, 737-741. 
Magyar Z., De Veylder L., Atanassova A., Bakó L., Inzé D. and Bögre L. (2005). The role of the 
Arabidopsis E2FB transcription factor in regulating auxin-dependent cell division. The Plant Cell 
17, 2527-2541. 
Matzke A. J. and Matzke M. A. (1988). Position effects and epigenetic silencing of plant 
transgenes. Current Opinion in Plant Biology 1, 142-148.  
McCormick S. (2004). Control of male gametophyte development. The Plant Cell 16, S142-S153.  
Morel J. B., Mourrain P., Béclin C. and Vaucheret H. (2000). DNA methylation and chromatin 
structure affect transcriptional and post-transcriptional transgene silencing in Arabidopsis. 
Current Biology 10, 1591-1594. 
Muñoz-Strale D. and León G. (2014). Identification of two highly specific pollen promoters using 
transcriptomic data. Plant Physiology and Biochemistry 83, 292-299. 
Murashige T, and Skoog F. 1962. A Revised Medium for Rapid Growth and Bio Assays with 
Tobacco Tissue Cultures. Physiologia Plantarum 15(3), 473-97.
Nagpal P., Ellis C. M., Weber H., Ploense S. E., Barkawi L. S., Guilfoyle T. J., Hagen G., Alonso 
J. M., Cohen J. D., Farmer E. E., Ecker J. R. and Reed J. W. (2005). Auxin response factors 
AFR6 and ARF8 promote jasmonic acid production and flower maturation. Development 132, 
4107-4118.  
!89
Nishihara M., Ito M., Tanaka I., Kyo M., Ono K., Irifune K. and Morikawa H. (1993). Expression 
of the B-Glucuronidase Gene in Pollen of Lily (Lilium longiflorum), Tobacco (Nicotiana 
tabacum), Nicotiana rustica, and Peony (Paeonia lactiflora) by Particle Bombardment. Plant 
Physiology 102, 357-361.  
Noh B., Murphy A. S. and Spalding E. P. (2001). Multidrug Resistance-like genes of Arabidopsis 
required for auxin transport and auxin-mediated development. The Plant Cell 13, 2441-2454. 
Pan X., Chen J. and Yang Z. (2015). Auxin regulation of cell polarity in plants. Current Opinion 
in Plant Biology 28, 144-153. 
Peach C. and Velten J. (1991). Transgene expression variability (position effect) of CAT and GUS 
reporter genes driven by linked divergent T-DNA promoters. Plant Molecular Biology 17, 49-60. 
Perez J. A., Bienert G. P., Ayub N. D., Yaneff A., Barberini M. L., Mecchia M. A., Amodeo G., 
Soto G. C., and Muschietti J. P. (2016). Pollen-specific aquaporins NIP4;1 and NIP4;2 are 
required for pollen development and pollination in Arabidopsis thaliana. Plant Cell 28, 
1053-1077. 
Pillay P., Schluter U., van Wyk S., Kunert K. J. and Vorster B. J. (2014). Proteolysis of 
recombinante proteins in bioengineered plant cells. Bioengineered 5, 15-20. 
Pina C., Pinto F., Feijó J. A. and Becker J. D. (2005). Gene family analysis of the Arabidopsis 
pollen transcriptome reveals biological implications for cell growth, division control, and gene 
regulation. Plant Physiology 138, 744-756. 
Porfirio S., Gomes da Silva M. D., Peixe A., Cabrita M. J. and Azadi P. (2016). Current analytical 
methods for plant auxin quantification - A review. Analytica Chimica Acta 902, 8-21. 
Porto M. S., Pinheiro M. P., Batista V. G., dos Santos R. C., Filho P. de A. and de Lima L. M. 
(2014). Plant promoters: An approach of structure and function. Molecular Biotechnology 56, 
38-49.  
!90
Reeves P. H., Ellis C. M., Ploense S. E., Wu M. F., Yadav V., Tholl D., Chételat A., Haupt I., 
Kennerley B. J., Hodgens C., Farmer E. E., Nagpal P. and Reed J. W. (2012). A Regulatory 
Network for Coordinated Flower Maturation. PLOS GENETICS 8: e1002506. 
Romano C. P., M.B. Hein and Klee H.J. (1991) Inactivation of auxin in tobacco transformed with 
the índoleacetic acid-lysine synthetase gene of Pseudomonas savastanoi. Genes & Development 
5(3), 438-46 
Ru P., Xu L., Ma H., and Huang H. (2006). Plant fertility defects induced by the enhanced 
expression of microRNA167. Nature 16, 457-465. 
Running M. P. and Meyerowitz E. M. (1996). Mutations in the PERIANTHIA gene of 
Arabidopsis specifically after floral organ number and initiation pattern. Development 122, 
1261-1269.  
Sakata T., Oshino T., Miura S., Tomabechi M., Tsunaga Y., Higashitani N., Miyazawa Y., 
Takahashi H., Watanabe M. and Higashitani A. (2010). Auxins reverse plant male sterility caused 
by high temperatures. PNAS 107, 8569-8574.  
Sanders P. M., Bui A. Q., Weterings K., McIntire K. N., Hsu Y. C., Lee P. Y., Truong M. T., Beals 
T. P. and Goldberg R. B. (1999) Anther developmental defects in Arabidopsis thaliana male-
sterile mutants. Sexual Plant Reproduction 11, 297-322. 
Scott R. J., Spielman M. and Dickinson H. G. (2004). Stamen structure and function. The Plant 
Cell 16, S46-S60. 
Schneidereit A., Scholz-Starke J. and Büttner M. (2003). Functional Characterization and 
Expresison Analyses of the Glucose-Specific AtSTP9 Monosaccharide Transporter in Pollen of 
Arabidopsis. Plant Physiology 133, 182-190. 
Session A., Nemhauser J., McCall A., Roe J., Feldmann K. and Zambryski P. (1997). ETTIN 
patterns the Arabidopsis floral meristem and reproductive organs. Development 124, 4481-4491.  
!91
Smyth D. R., Bowman J. L. and Meyerowitz E. M. (1990). Early flower development in 
Arabidopsis. The Plant Cell 2, 755-767.  
Song S., Qi T., Huang H. and Xie D. (2013). Regulation of stamen development by coordinated 
actions of jasmonate, auxin and gibberellin in Arabidopsis. Molecular Plant 6, 1065-1073. 
Sorensen A. M., Kröber S., Unte U. S., Huijser P., Dekker K. and Saedler H. (2003). The 
Arabidopsis ABORTED MICROSPORES (AMS) gene encodes a MYC class transcription factor. 
The Plant Journal 33, 413-423. 
Spena A., Prinsen E., Fladung M., Schulze S. C. and Van Onckelen H. (1991). The indoleacetic 
acid-lysine synthetase gene of Pseudomonas syringae subsp. Savastanoi induces developmental 
alterations in transgenic tobacco and potato plants. Molecular & General Genetics 227, 205-212. 
Staldal V., Sierlijk I., Chen S., Landberg K., Baylis T., Myrenas M., Sundstrom J., Eklund D., 
Ljung K. and Sundberg E. (2012). The Arabidopsis thaliana transcriptional activator STYLISH1 
regulates genes affecting stamen development, cell expansion and timing of flowering. Plant 
Molecular Biology 78, 545-559. 
Sundberg E. and Østergaard L. (2009). Distinct and dynamic auxin activities during reproductive 
development. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology 1: a001628. 
Truernit E., Stadler R., Baier K. and Sauer N. (1999) A male gametophyte-specific 
monosaccharide transporter in Arabidopsis. The Plant Journal 17, 191-201. 
Twell, D., Yamaguchi, J., Wing, R.A., Ushiba, J., and McCormick, S. (1991). Promoter analysis 
of genes that are coordinately expressed during pollen development reveals pollen-specific 
enhancer sequences and shared regulatory elements. Genes & Development 5, 496–507. 
Ugalde J. M., Rodriguez C., De Rycke R., Norambuena L., Friml J., León G. and Tejos R. (2016). 
Phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinases 1 and 2 are involved in the regulation of vacuole 
morphology during Arabidopsis thaliana pollen development. Plant Science 250, 10-19. 
!92
Ulian E. C., Magill J. M. and Smith R.H. (1994). Expression and inheritance pattern of two 
foreign genes in petunia. Theoretical and Applied Genetics 88, 443-440.  
Ulmasov T., Murfett J., Hagen G. and Guilfoyle T. J. (1997). Aux/IAA proteins repress 
expression of reporter genes containing natural and highly active synthetic auxin response 
elements. The Plant Cell. 9, 1963-1971. 
Vaucheret H., Béclin C., Elmayan T., Feuerbach F., Godon C., Morel J., Mourrain P., Palauqui J. 
and Verhettes S. (1998). Transgene-induced gene silencing in plants. The Plant Journal 16:, 
651-659. 
Wallroth M., Gerats A. G., Rogers S. G., Fraley R. T. and Horsch R. B. (1986). Chromosomal 
localization of foreign genes in Petunia hybrida. Molecular and General Genetics 202, 6-15.  
Weising K., Schell J., and Kahl G. (1988) Foreign genes in plants: Transfer, Structure, Expression 
and Applications. Annual Reviews Genetics 22, 421-477 
Wellmer F., Bowman J. L. Davies B., Ferrándiz C., Fletcher J. C., Franks R. G., Graciet E., 
Gregis V., Ito T., Jack T. P., Jiao Y., Kater M. M., Ma H., Meyerowitz E. M., Prunet N. and 
Riechmann J. L. (2014). Flower development: Open questions and future directions. Methods in 
Molecular Biology 1110, 103-124. 
Wu M. F., Tian Q. and Reed J. W. (2006). Arabidopsis microRNA167 controls patterns of ARF6 
and ARF8 expression, and regulates both female and male reproduction. Development 133, 
4211-4218. 
Wu J. Z., Lin Y., Zhang X. L., Pang D. W. and Zhao J. (2008). IAA stimulates pollen tube growth 
and mediated the modification of its wall composition and structure in Torenia fournieri. Journal 
of Experimental Botany 59, 2529-2543.  
Yang H., Wei Z. and Xu Z. (1997). Effects of specific expression of iaaL gene in tobacco tapetum 
on pollen embryogenesis. Science in China 40, 384-391. 
!93
Zimmerman P. , Hirsch-Hoffmann M., Hennig L. and Gruissem W. (2004). 
GENEINVESTIGATOR: Arabidopsis Microarray Database and Analysis Toolbox. Plant 
Physiology 136, 2621-2632.  
Zhang C., Norris-Caneda K. H., Rottmann W. H., Gulledge J. E., Chang S., Kwan B. Y., Thomas 
A. M., Mandel L. C., Kothera R. T., Victor A. D., Pearson L. and Hinchee M. A. (2012). Control 
of pollen-mediated gene flow in transgenic trees. Plant Physiology 159, 1319-1334.  
!94
